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HOOFDSTUK 1 
INLEIDING EN PROBLEEMSTELLING 
Differentiatie en induktie 
Alle somatische cellen binnen een organisme bevatten dezelfde genetische 
informatie, maar bezitten slechts een aantal gemeenschappelijke ken-
merken. Het proces waardoor de verschillende celsoorten binnen een 
organisme een aantal specifieke eigenschappen verkrijgen wordt differen-
tiatie genoemd. Deze differentiatie is het resultaat van een samenspel 
van in de celkern aanwezige faktoren en stimuli van buiten de celkern. 
De stimuli zijn direkt of indirekt in staat delen van de in het DNA 
aanwezige informatie te blokkeren of vrij te maken (Schjeide en de Vellis, 
1970). Indien de differentiatie van bepaalde cellen geschiedt onder in-
vloed van stimuli afkomstig van aanliggende cellen van een ander type 
spreekt men van induktie (Holtfreter, 1968). 
Een duidelijk voorbeeld van induktie vindt plaats in een vroeg embryo-
naal stadium. Het ectoderm differentieert tot een neurale buis, waar-
langs zich in een later stadium semieten van mesodermale oorsprong ont-
wikkelen. 
Het bewijs dat dit proces inderdaad op induktie berust werd zeer duide-
lijk geleverd door Spemann en Mangold (1924). Zij transplanteerden een 
stukje van het ectoderm van de blastopore lip van een Trititus larve 
in het vroege gastrula stadium naar een andere larve in hetzelfde 
stadium. Niet alleen ontwikkelde zich in deze larve nu een tweede neurale 
buis maar bovendien werden door het getransplanteerde weefsel de ont-
wikkeling van een tweede serie somieten in het mesoderm geïnduceerd. 
Induktie speelt een belangrijke rol bij de differentiatie van cellen en 
de morfogenese van een groot aantal organen en strukturen. 
Het merendeel van deze induktieprocessen speelt zich af bij de inter-
aktie van epitheel en mesenchym. Ook bij de ontwikkeling van gebits-
elementen speelt de interaktie tussen epitheel en mesenchym een essen-
tiële rol. 
Onderzoeken als die van Weston (1963) en Johnston (1966) hebben aan-
getoond dat de eerste interakties tussen ectoderm en mesoderm die van 
belang zijn voor de tandvorming plaatsvinden in een zeer vroeg embryo-
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naai stadium, namelijk bij de vorming van de neurale buis uit de 
neurale plaat. Bij deze ontwikkeling worden niet alle cellen van de 
neurale plaat in de neurale buis geinkorporeerd. Een aantal cellen van 
de randen van de neurale plaat zwermen uit in het mesenchym en worden 
dan ectomesenchymale cellen genoemd. Met behulp van vitaalkleurstoffen 
of radioaktieve merkers is het mogelijk deze cellen te volgen. 
Het blijkt dat deze ectomesenchymale cellen over een grote afstand 
kunnen migreren en dat ze kunnen differentiëren tot een diversiteit van 
celtypen. Een deel van deze cellen is nauw betrokken bij de vorming van 
gebitselementen. Ze vormen namelijk het mesenchym van de tandpapillen 
inclusief odontoblasten (Pourtois, 1961, 1964). Indien migratie van de 
ectomesenchymale cellen wordt voorkomen ontstaan er geen gebitselementen 
(Sellman, 1946). 
De ontwikkeling van tandlijsten die beschouwd kunnen worden als de 
eerste aanzet tot de tandontwikkeling begint onder invloed van de ecto-
mesenchymale cellen. Deze differentiatie houdt een verhoogde mitotische 
aktiviteit in van de basale laag van het mondepitheel. Hierdoor inva-
gineert het epitheel in het ectomesenchymale weefsel en ontstaat de 
tandlijst. 
Ook in latere stadia van de ontwikkeling van gebitselementen speelt de 
interaktie tussen epitheel en ectomesenchym een grote rol. De noodza-
kelijke differentiatie van ameloblasten en odontoblasten vindt plaats 
onder invloed van voortdurende wederzijdse indukties (Ruch et al. 1971). 
De kontinu erupterende incisief van de rat is in vele onderzoeken ge-
bruikt als experimenteel model waarin de mogelijkheid deze voortdurende 
interakties te bestuderen in optima forma aanwezig is. 
In de ratte-incisief bevinden de opeenvolgende stadia van differentiatie 
van de ameloblasten en de odontoblasten zich tegelijkertijd in één ge-
bitselement. Het onderzoek zal zich dan ook bezighouden met de differen-
tiatie van de ameloblasten en de odontoblasten in een ratte-incisief. 
Derhalve zal in deze inleiding achtereenvolgens ingegaan worden op de 
embryonale ontwikkeling van de kontinu erupterende incisief en op de 
differentiatie van de ameloblasten en de odontoblasten zoals die uit de 
literatuur naar voren komen. Bovendien zal aandacht besteed worden aan 
interakties tussen ectomesenchym en epitheel tijdens de differentiatie. 
Dit zal uitmonden in een probleemstelling voor het onderzoek. 
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1#2 Normale ontwikkeling van kontinu erupCerende incisieven 
De ontwikkeling van de kontinu erupterende incisieven bij ratten en 
muizen is op lichtmikroskopisch niveau uitgebreid beschreven door 
Addison en Appleton (1915) en Hay (1961). 
De hierna volgende omschrijving van deze ontwikkeling is voornamelijk 
gebaseerd op gegevens uit deze twee onderzoeken. 
De eerste aanleg van de tandkiemen in de mandíbula is waar te nemen als 
laminae dentales die zich ontwikkelen ten gevolge van ingroei van het 
mondepitheel in het onderliggende mesenchymale weefsel. Deze ingroei 
treedt op in drie gebieden, te weten twee gebieden in de toekomstige 
molaars treken en een derde gebied dat midsagitaal ligt op de grens 
tussen de twee kaakhelften. Vanuit deze laatste lamina dentalis ont-
wikkelen zich de incisieven en de "lipgroeve". 
Op de plaats van de toekomstige incisieven vindt een verdergaande pro-
liferatie van het epitheliale weefsel plaats zodat een stadium bereikt 
wordt dat overeenkomt met het knopstadium van niet kontinu erupterende 
elementen. 
Ten gevolge van een gedifferentieerde proliferatie van het epitheel en 
een mesenchymale kondensatie ontstaan achtereenvolgens stadia vergelijk-
baar met het kapstadium en het klokstadium bij niet kontinu erupterende 
elementen. 
Vanaf het kapstadium groeit de labiale zijde sneller dan de linguale 
zijde, waardoor een asymmetrie in de tandkiem ontstaat. Bovendien wordt 
de tandkiem in de labio-linguale richting afgeplat. De proliferatie van 
het ectodermale weefsel in caudale richting verloopt zeer snel, zodat 
wanneer het klokstadium is bereikt al een zeer lange tandkiem is ont-
staan. Tijdens deze uitgroei vindt een differentiatie binnen het glazuur-
orgaan plaats, waardoor drie lagen ontstaan. De buitenste laag, die be-
staat uit kubisch epitheel wordt het buitenste glazuurepitheel genoemd; 
de binnenste laag, het binnenste glazuurepitheel bestaat uit laagcylin-
drisch epitheel. Tussen deze twee lagen bevindt zich min of meer onge-
differentieerd epitheel dat zich zal ontwikkelen tot het reticulum 
stellatum en het stratum intermedium. Het glazuurorgaan groeit aan het 
labiale oppervlak van de papil sneller dan aan het linguale oppervlak. 
Hierdoor wordt de apicale begrenzing van de kiem aan de labiale zijde 
breder en dunner dan aan de linguale zijde. Bovendien steekt het aan de 
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labiale zijde verder naar apicaal uit. 
De preameloblasten zijn in dit stadium aan de labiale en linguale zijde 
overal even hoog. Tegenover de preameloblasten ontwikkelen zich in de 
van oorsprong mesenchymale tandpapil odontoblasten. Deze differentiatie 
vindt het eerst plaats dicht onder de top van het element aan de labiale 
zijde. Het gebied waarin odontoblasten zijn gevormd neemt geleidelijk 
aan toe in grootte in mediale- en laterale richting rond de tandpapil 
zodat uiteindelijk in dit gebied de tandpapil geheel omsloten is door 
odontoblasten. 
Aan de labiale zijde ontwikkelen de preameloblasten zich verder tot 
hoogcylindrische ameloblasten, aan de linguale zijde daarentegen treedt 
deze ontwikkeling niet op. De preameloblasten worden daar niet hoog-
cylindrisch maar blijven enige tijd laagcylindrisch, waarna de hoogte, 
na het begin van de dentinevorming, geleidelijk afneemt tot dat platte 
cellen zijn ontstaan (Warshawsky en Smith, 1974). 
Wanneer een odontoblast volledig gedifferentieerd is begint de dentine-
vorming. Dit betekent dat de eerste dentinevorming plaatsvindt aan de 
labiale zijde dicht onder de top van de incisief en dat het gebied waar-
in dentine wordt afgezet zich snel naar linguaal zal uitbreiden. Aan 
het incisale uiteinde van de tand wordt de pulpa afgesloten doordat af-
zetting van niet tubulair dentine plaatsvindt waarin odontoblasten en 
pulpacellen ingesloten kunnen zijn. 
De glazuurafzetting begint tegen het dentine aan de labiale zijde dicht 
onder de incisale rand ter zelfder hoogte als waar de dentinevorming is 
begonnen, en breidt zich uit in mesiale, laterale en caudale richting. 
Op de top van het element en aan de linguale zijde zijn geen ameloblasten 
gevormd en derhalve vindt daar ook geen glazuurafzetting plaats. 
Aan de linguale zijde zijn de cellen van het binnenste en het buitenste 
glazuurepitheel plat geworden. De beide glazuurepithelia verliezen hun 
kontinuiteit en mesenchymale cellen dringen door deze strukturen heen. 
Cementoblasten ontstaan en aan de linguale zijde begint cementafzetting 
tegen het dentine. 
Aan de apicale zijde van de incisief blijft een groeizone bestaan waar-
in cellen van de glazuurepithelia en de tandpapil veelvuldig delen. Dit 
heeft tot gevolg dat de incisieven zich naar caudaal uitbreiden en tot 
onder de molaren doorlopen. De cellen van het binnenste glazuurepitheel 
ontwikkelen zich geleidelijk tot preameloblasten, in het púlpale weefsel 
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ontstaan odontoblasten tegenover deze preamelobias ten. Aan de labiale 
zijde ontwikkelen de preameloblasten zich dan tot ameloblasten. Dit 
proces is overeenkomstig aan het proces dat zich initieel dicht onder 
de incisale rand afspeelt. 
Indien de incisief een bepaalde lengte heeft bereikt begint de eruptie-
fase. Onder normale fysiologische omstandigheden is de snelheid waarmee 
de incisieven erupteren gelijk aan de snelheid waarmee de lengtever-
meerdering in het apicale deel plaatsvindt. Zelfs nadat de incisieven 
in occlusie gekomen zijn zullen dus in het apicale deel alle stadia van 
de differentiatie van ameloblasten en odontoblasten aanwezig zijn. 
Hierdoor zijn de kontinu erupterende incisieven een goed model om inter-
akties op cellulair niveau te bestuderen. 
De differentiatie van de ameloblast en de odontoblast 
Bij de kontinu erupterende incisief ontstaan door voortdurende delingen 
aan het apicale deel van het element zowel in het glazuurorgaan als in 
de pulpa steeds nieuwe ongedifferentieerde cellen. Dit gebied van cel-
deling wordt de proliferatie of delingszone genoemd (Chiba, 1965). 
Vanuit de delingszone komen de cellen in de differentiatiezone waar de 
ameloblasten zich ontwikkelen uit het binnenste glazuurepitheel en de 
odontoblasten uit cellen van de pulpa. Ook nadat de differentiatie van 
de cellen is begonnen kunnen nog delingen voorkomen zodat de differen-
tiatiezone gedeeltelijk de delingszone overlapt. Het einde van de 
differentiatiezone is wel exact gedefinieerd als de plaats waar de gla-
zuurafzet ting begint (Pindborg en Weinmann, 1959; Kallenbach, 1971). 
In de hierna volgende paragrafen zal ingegaan worden op de mogelijke 
interakties tussen preameloblasten en preodontoblasten tijdens de dif-
ferentiatie van beide celtypen. 
Een diskussie omtrent wederzijdse induktieprocessen is echter slechts 
zinvol indien men weet cellen van welke stadia elkaar kunnen beïnvloeden 
doordat ze tegenover elkaar liggen. In deze paragraaf zal dan ook de 
ontwikkeling van beide celtypen worden beschreven. 
In figuur 1.1 zijn de verschillende ontwikkelingsstadia van de amelo-
blast en odontoblast geschetst. Hierin worden door de tegenover elkaar 








Fig. 1.1 Schematische weergave van de diverse ontwikkelings­
stadia van ameloblasten (boven) en odontoblasten 
(beneden). Kadere toelichting in de tekst. 
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De cellulaire veranderingen die optreden tijdens de differentiatie van 
het ongedifferentieerde binnenste glazuurepitheel tot matrix producerende 
ameloblasten kunnen samengevat worden als lengtegroei van de cel, het 
ontstaan van een polariteit van de cel en opbouw van celorganellen. De 
ongedifferentieerde epitheelcellen (fig. 1.1 A t/m D) van het binnenste 
glazuurepitheel bevatten een grote ovale nucleus in het centrum van het 
cytoplasma. Het basale gedeelte van de cel is daar door middel van des-
mosomen en tight junctions verbonden met de cellen van het toekomstige 
stratum intermedium (de cellaag die zich in het reticulum stellarum 
rangschikt langs de zich ontwikkelende ameloblast). 
Het apicale gedeelte van de cel is door middel van een basaalmembraan 
gescheiden van het mesenchymale weefsel in de pulpa. Tussen de epithe-
liale cellen bevinden zich veel intercellulaire ruimtes. Zowel basaal 
als apicaal zijn de cellen echter vaak verbonden door middel van des-
mosomen (Moe, 1971; Katchburian en Holt, 1972). 
In het cytoplasma komt weinig endoplasmatisch reticulum voor, wel zijn 
veel niet membraan gebonden ribosomen waar te nemen. Het Golgi complex 
bevindt zich basaal van de kern. De mitochondriën zijn talrijker ge-
worden en liggen verspreid over de cel. In het apicale deel dat tegen 
het mesenchym aan ligt zijn veel vesicles waar te nemen. 
Zodra door de odontoblasten matrix is afgezet beginnen de preameloblasten 
te differentiëren. Dit proces wordt gekarakteriseerd door celgroei, het 
verplaatsen van het Golgi complex van basaal naar apicaal en een toe-
name van vrije polysomen, het verplaatsen van de kern naar basaal en de 
ontwikkeling van microtubuli in de lengterichting van de preameloblast 
(fig. 1.1 E). 
Als de preameloblast *_ 40 μπι hoog is, is naast de vrije polysomen een 
toename van het R.E.R. waar te nemen. De mitochondriën verschuiven naar 
het basale deel van de cel. In het basale deel van de cel bereikt een 
fijn fibrillaire struktuur, die "terminal web" genoemd wordt, zijn 
maximale ontwikkeling (fig. 1.1 E ) , (Moe, 1971). 
Tijdens de verdere differentiatie bij een celhoogte van 50-60 um be-
vinden zich in het apicale gedeelte van de cel vanaf de nucleus uitge-
breide Golgi systemen die parallel lopen aan de lengte-as van de cel en 
die als een cylindermantel gegroepeerd zijn op enige afstand van het 
celmembraan (fig. 1.1 F), (Weinstock, 1972). 
Aan de apicale kant van de nucleus evenals tussen het Golgi systeem en 
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de celmembraan in bevindt zich een uitgebreide R.E.R. 
In de centrale cylinder van het apicale deel van de cel tussen het Golgi 
systeem zijn vesicles waarneembaar die afgesnoerd lijken te zijn van het 
Golgi systeem (fig. 1.1 F). 
Het apicale celmembraan dat tegen de basaalmembraan aanligt vertoont in-
stulpingen in het cytoplasma. 
Direkt hieronder is een vergelijkbaar "terminal web" met duidelijke 
"terminal bars" als aan de basale zijde in een iets eerder stadium. De 
basaalmembraan is intakt afgezien van een beperkt aantal binnendringende 
filamenten (fig. 1.1 F). 
Als de preameloblasten een hoogte van 60-65 pm hebben is de basaalmem-
braan gedeeltelijk verdwenen. 
Reith (1967) en Katchburian en Holt (1969, 1972) menen op grond van het 
feit dat de preameloblasten van rattemolaren vlak voor het verdwijnen 
van de basaalmembraan een grote hoeveelheid lysosomen bevatten dat deze 
basaalmembraan verwijderd wordt door resorptie. Kallenbach (1971) die 
ratte-incisieven onderzocht heeft geeft naast de mogelijkheid van lyso-
somale afbraak nog als alternatief dat deze afbraak gebeurt door enzymen 
die zich op of in het apicale celmembraan bevinden. 
Opvallend is wel dat in dit stadium in de rattemolaar veel "coated 
vesicles" waargenomen worden in het apicale deel. Reith (1967) meent dat 
deze vesicles betrokken zijn bij de pinocytose van de basaalmembraan. In 
de ratte-incisief daarentegen zijn weinig "coated vesicles" waar te nemen, 
waardoor een afbraak van de basaalmembraan door middel van pinocytose 
niet waarschijnlijk lijkt (Kallenbach, 1971). Vlak voor of op het moment 
dat de preameloblast glazuur begint af te zetten begint de ontwikkeling van 
de uitlopers van Tomes, kegelvormige cytoplasmatische uitstulpingen 
aan de apicale zijde die in het predentine indringen. 
Kallenbach gelooft dat het collageen en de grondsubstantie van het pre-
dentine op die plaatsen waar de uitlopers van Tomes zich ontwikkelen, 
op een vergelijkbare wijze geresorbeerd wordt als de basaalmembraan. De 
ontwikkeling van de uitlopers van Tomes zelf valt samen met sterke toe-
name van microtubuli, die parallel aan de lengte-as van de preameloblast 
lopen. Katchburian en Holt (1972) geloven op grond van deze waarnemingen 
dat de microtubuli een rol spelen bij de vorming van de uitlopers van 
Tomes, terwijl in een eerder stadium deze microtubuli zouden bijdragen 
tot het bepalen van de richting van de celgroei en tot de geleiding van 
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de cytoplasmatische organeilen (Porter, 1966; Trelstad, 1970). 
Naast de microtubuli wordt ook aan het "terminal web" in het apicale 
deel van de cel een rol toebedeeld bij de vorming van uitlopers van 
Tomes. Zij zouden dienen als kontraktiele elementen die de vorm van de 
uitlopers van Tomes bepalen. Zodra de matrix-produktie begint worden de 
uitlopers van Tomes gevormd. Het door de ameloblast geproduceerde eiwit 
is in tegenstelling tot de meeste matrix-eiwitten niet collageen maar 
het z.g. glazuureiwit (Butler, et al. 1972). De matrix producerende 
ameloblast heeft een hoogte van + 70 jm (fig. 1.1 G, H). 
In de tandpapil vindt tijdens de ontwikkeling van de ameloblasten ook 
een differentiatie van cellen plaats. De buitenste cellen van de tand-
papil gaan differentiëren tot odontoblasten. Deze ontwikkeling begint 
later dan de differentiatie van de ameloblasten in het binnenste gla-
zuurepitheel. Aangezien de ontwikkeling echter sneller gaat is de odonto-
blast reeds in staat dentinematrix te produceren voordat de eerste gla-
zuurmatrix is afgezet. 
Voor het begin van de differentiatie van de odontoblasten zijn de buiten-
ste cellen van de tandpapil onregelmatig van vorm en vertonen zij veel 
Kleine cytoplasmatische uitlopers. De kern is relatief groot. In het 
cytoplasma komen vrije ribosomen voor, evenals ruw endoplasmatisch 
reticulum en mitochondria (fig. 1.1 I) (Takuma en Nagia, 1971). 
Het grote aantal vrije ribosomen geeft een indikatie voor een synthese 
van eixjitten die binnen de cel blijven en die gebruikt kunnen worden 
voor groei en differentiatie (Porter en Bonneville, 1964). 
De eerste tekenen van differentiatie in de buitenste cellen van de tand-
papil is dan ook een kwantitatieve toename van het cytoplasma (Nylen en 
Scott, 1958, 1960). Deze toename van het cytoplasma vindt voornamelijk 
plaats aan de zijde van de cel die tegen de basaalmembraan aanligt 
(Takuma en Nagai, 1971). Hierdoor ontstaat een polariteit in de cel. 
Het ruw endoplasmatisch reticulum en het Golgi apparaat breidt zich uit, 
hetgeen een indikatie is dat de cel eiwit kan gaan synthetiseren dat 
naar het extracellulaire gebied kan worden getransporteerd. Buiten de 
cellen worden collagene vezels waargenomen. Dat de cellen meer aktivi-
teiten gaan vertonen wordt ook duidelijk doordat het aantal mitochondriën 
toeneemt (Porter en Bonneville, 1964). In het deel van de cel dat het 
dichtst bij de basaalmembraan ligt bevinden zich relatief weinig cel-
organellen. Wel worden daar veel cytoplasmatische filamenten en micro-
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tubuli waargenomen (fig. 1.1 J), (Takuma en Nagai, 1971). 
De intercellulaire ruimte die voordat de differentiatie begint aanzien­
lijk is neemt met het groter worden van de cellen geleidelijk af. Daar 
waar de cellen tegen elkaar aanliggen worden op sommige plaatsen desmo-
somen en tight junctions gevonden. In dit stadium komen celdelingen nog 
veelvuldig voor. De lengte van de preodontoblasten neemt bij de verdere 
differentiatie geleidelijk toe. De cellen staan min of meer loodrecht 
op de basaalmembraan. De plaats van de kern is meestal in het basale 
deel van de cel. De hoeveelheid ruw en glad endoplasmatisch reticulum 
neemt ook geleidelijk toe. Apicaal van de celkern ontwikkelt zich een 
gebied met een uitgebreid Golgi systeem. Behalve de cisternae en de 
Golgi vacuoles komen in dit gebied veel coated vesicles, multivesicular 
bodies, etc. voor (fig. 1.1 К). Mitochondria komen voornamelijk apicaal 
van het Golgi gebied voor. Perifeer in het cytoplasma liggen microfila-
raenten en microtubuli ongeveer evenwijdig aan het celmembraan gerang­
schikt. Dicht onder de apicale begrenzing van de cellen ontwikkelen zich 
grote aantallen lange microfilamenten die dwars door de cel heenlopen 
en een zogenaamde "terminal web" (Kallenbach et al. 1965; Kallenbach, 
1968) gaan vormen (fig. 1.1 L, M). Dit netwerk bestaat uit groepen bun­
dels die in diverse richtingen zijn georiënteerd. Deze groepen bundels 
staan steeds in direkt kontakt met desmosomen. Hierdoor is een nauw 
kontakt tussen de naast elkaar liggende cellen, dat noodzakelijk is voor 
een gelijkmatige dentineafzetting, gewaarborgd. Dit celkontakt zou nog 
bevorderd worden door de microtubuli die zich tussen de microfilamenten 
bevinden (Tsuboi, 1968). Een andere funktie van dit netwerk van micro-
filamenten zou kunnen zijn het beperken van de bewegingsvrijheid van 
cytoplasmatische organellen zodat het apicale einde van de preameloblast 
zeer arm is aan celorganellen (Takuma en Nagai, 1971). De celmembraan 
aan de apicale zijde vertoont een aantal kleine uitstulpingen. De inter-
cellulaire ruimte tussen de naast elkaar liggende preodontoblasten is 
zeer beperkt geworden. De celmembranen lopen over grote afstanden 
parallel aan elkaar en er komen stevige celkontakten voor tussen de pre-
odontoblasten en de overige cellen van de tandpapil. In dit stadium wordt 
de ruimte tussen de basaalmembraan en het apicale deel van de cellen ge-
vuld met collagene vezels en grondsubstantie die tezamen het eerste pre-
dentine vormen. Derhalve moet er van nu af aan gesproken worden van 
odontoblasten in plaats van preodontoblasten, hoewel er nog geen odonto-
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blastenuitloper is gevormd (fig. 1.1 К). De lengtegroei van de odonto-
blasten gaat nog door. De kern komt verder basaal te liggen en het Golgi 
apparaat breidt zich verder uit naar apicaal. Het bestaat uit een groot 
aantal cistemae en zeer veel vacuoles van verschillende aard. Het 
gladde endoplasmatisch reticulum is meestal nauw geassocieerd iret het 
Golgi apparaat. Het ruw endoplasmatisch reticulum is in de lengterich­
ting van de cel georiënteerd uit een groot aantal parallel gerangschikte 
cisternae. 
De mitochondriën zijn van ovaal meer langgerekt geworden en bevinden 
zich door het hele cytoplasma. Het meest apicale deel van de cel trekt 
zich voor het grootste deel terug van de basaalmembraan onder invloed 
van het gevorderde predentine (fig. 1.1 0). 
Een deel blijft echter liggen en gaat de odontoblastenuitloper vormen. 
In het gebied apicaal van de "terminal web" komen weinig cytoplasmatische 
organellen voor behalve coated en andere vesicles en microfilamenten en 
microtubuli. De vesicles zouden verantwoordelijk zijn voor het transport 
van cellulaire produkten naar de extracellulaire ruimte apicaal van de 
odontoblast (Такшпа en Nagai, 1971; Weinstock en Leblond, 1974; Kajikawa 
en Kakihara, 1974). De microtubuli zouden hier een rol kunnen spelen bij 
de cytoplasmatische bewegingen die hiervoor noodzakelijk zijn. In het 
bijzonder zouden ze de ligging van het sol-gel evenwicht in het cyto­
plasma kunnen beïnvloeden (Fawcett, 1966). 
De odontoblasten worden door het afgezette predentine steeds verder in 
basale richting teruggedrongen. De odontoblastenuitlopers worden dien-
tengevolge langer. 
Wanneer het predentine een dikte van ongeveer 20 gm heeft bereikt wordt 
de eerste mineralisatie van het predentine waargenomen. Het cellichaam 
van de odontoblasten neemt nog enige tijd in lengte toe, tot het een 
maximumlengte van ongeveer 60 pm heeft bereikt (fig. 1.1 Ρ). In oude 
odontoblasten wordt de cytoplasmatische organisatie wat minder duidelijk 
(Takuma en Nagai, 1971). 
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1.4 Interakties tussen epitheel en mesenchym bij de ontwikkeling van de 
tandkiem 
1.4.1 Algemene_fenomenen 
In gebieden waar interakties optreden tussen mesenchym en epitheel zijn 
op histologisch niveau in de beginfase steeds dezelfde fenomenen waar 
te nemen. Deze fenomenen die beschreven zijn voor de ontwikkeling van 
huid, haren, veren, speekselklieren, thyroid, pancreas en gebitselementen 
kunnen als volgt worden samengevat (Slavkin, 1972). 
1. De eerste uiting van de interaktie is waar te nemen als een 
epitheliale invaginatie in het onderliggende mesenchym, waarbij 
een mesenchymale kondensatie optreedt. 
2. Deze invaginatie gaat gepaard met een duidelijke toename in de 
mitotische aktiviteit in het epitheel. 
3. De verschillende weefseltypen die bij de interakties zijn be-
trokken zijn gescheiden door een basaalmembraan. 
4. Slechts zelden zijn direkte celkontakten waar te nemen tussen 
epitheel en mesenchym. 
5. De cytologische karakteristieken van beide celtypen zijn in 
eerste instantie vergelijkbaar. 
Nadat deze invaginatie is ontstaan ontwikkelen zich de specifieke struk-
turen die leiden tot de Organogenese. Door explantatie van deze zich 
ontwikkelende organen naar in vitro kultures is komen vast te staan dat 
reeds in een zeer vroeg stadium van differentiatie de informatie die 
noodzakelijk is voor de verdere Organogenese voor een groot deel aan-
wezig is in het orgaan. Voorwaarde is wel dat het epitheel en het mesen-
chym naast elkaar in het explantaat aanwezig zijn. Bij de explantatie-
experimenten blijkt steeds weer dat de ontwikkeling van bijvoorbeeld een 
tandkiem in vitro niet volledig verloopt, maar dat de cytodifferentiatie 
slechts tot een bepaald stadium plaatsvindt hetgeen resulteert in een 
gestoorde morfogenese (Glasstone, 1963). 
Koch (1972) is van mening dat er een onderscheidt dient gemaakt te worden 
in de processen van morfogenese en cytodifferentiatie. Deze processen 
zouden niet door gelijke faktoren en interakties gereguleerd worden. 
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De fenomenen die optreden met betrekking tot de morfogenese van de tand-
kiem zijn onder andere onderzocht met behulp van explantatie- en trans-
plantatietechnieken door Glasstone (1952) en Fisher (1957), Rollar en 
Baird (1969, 1970). 
Uit deze onderzoeken kwam het volgende naar voren: 
- Indien een tandkiem in een relatief jong stadium gehalveerd wordt, 
ontwikkelt zich uit beide helften een volledig element. Indien 
hetzelfde experiment wordt uitgevoerd bij oudere tandkiemen treedt 
een dergelijke regeneratie niet op. Glasstone (1952) konkludeerde 
hieruit dat tandkiemen tot een bepaalde leeftijd het vermogen tot 
regeneratie bezitten. Deze bevindingen worden bevestigd door 
Fisher (1957). 
- Fisher (1957) nam bovendien waar dat wanneer hij uitging van ele-
menten uit de linker kaakhelft en hij deze elementen in bucco-
linguale richting spleet, 50 procent van de elementen na regene-
ratie het uiterlijk vertoonde van een rechter element, en 50 pro-
cent het uiterlijk van een linker element. Dit betekent dat tand-
kiemen in een vroeg stadium, wanneer ze nog wel de potentie hebben 
om te regenereren, nog niet de beslissende invloed ondergaan hebben 
van de faktoren die bepalen of het een linker of een rechter element 
wordt. 
- Uit rekombinatie-experimenten van Rollar en Baird, die kombinaties 
van verschillende typen epitheel en mesenchym uittesten, bleek dat 
het mesenchym van de tandpapil een organiserende invloed uitoefent 
op bijna elk type epitheel zodat een glazuurorgaan gevormd wordt. 
Omgekeerd is het niet zo dat epitheel van de tandkiem in staat is 
ander mesenchym dan van een tandkiem te organiseren en een diffe-
rentiatie tot odontoblasten te bewerkstelligen. 
- Bovendien bleek dat indien een kombinatie werd uitgevoerd van 
mesenchym van een incisief en epitheel van een molaar een incisief 
ontstond, terwijl in het omgekeerde geval namelijk het mesenchym 
van een molaar gekombineerd met het epitheel van een incisief een 
molaar opleverde. Hieruit konkluderen zij dat de vorm van een 
element vanuit het mesenchymale weefsel wordt bepaald. 
Uit al deze experimenten blijkt dus dat het mesenchym van de tandpapil 
in grote mate de organisatie van het epitheel en daarmede de vorm van 
het element bepaalt. Bovendien bezit het mesenchym in een vroeg stadium 
van ontwikkeling een sterk regeneratievermogen, zodat ook delen van een 
tandpapil in kombinatie met epitheel kunnen leiden tot een volledige 
ontwikkeling van een element, waarbij de vorm van het element bepaald 
wordt door de afkomst van het mesenchymale weefsel. Hierbij moet echter 
een uitzondering worden gemaakt. De typebepaling van een element ligt 
reeds in een zeer vroeg stadium van de ontwikkeling vast in het mesen-
chym, maar de informatie die bepaalt of het een linker of een rechter 
element wordt, is in dat stadium nog niet in het mesenchym aanwezig. 
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Naast de induktie die vanuit het mesenchym naar het epitheel plaatsvindt 
en die de vorm bepaalt, bestaat er echter nog een ander type interakties, 
die zowel vanuit het epitheel als vanuit het mesenchym geïnduceerd 
kunnen worden. Deze interakties zijn bepalend voor de cytodifferentiatie 
van de cellen die bij de tandvorming betrokken zijn. 
Bij de cytodifferentiatie van epitheel-mesenchym interakties is niet 
sprake van één faktor die het induktieproces op gang brengt en in stand 
houdt, maar van een wisselwerking van faktoren en kondities waarbij 
epitheel en mesenchym elkaar beïnvloeden. 
In dit verband hebben een aantal experimenten waarbij epitheel met ver-
schillende soorten mesenchym gekombineerd werd en visa versa bijgedragen 
tot een beter inzicht. 
Indien bijvoorbeeld speekselklierepitheel gekombineerd werd met kaak-
mesenchym dat onder normale omstandigheden geen funktie heeft bij de 
differentiatie van de speekselklier, dan treedt geen verdere differen-
tiatie van het speekselklierepitheel op. Toch vindt tussen het kaakmesen-
chym en het speekselklierepitheel een interaktie plaats. Wordt speeksel-
klierepitheel gekweekt zonder de aanwezigheid van kaakmesenchym, dan 
degenereren de epitheelcellen terwijl in aanwezigheid var kaakmesenchym 
deze degeneratie niet optreedt (Grobstein, 1953). Dit betekent dat het 
voor een verdere differentiatie van het speekselklierepitheel noodzake-
lijk is dat het is geplaatst tegenover een speciaal gekonditioneerd 
mesenchym. Het in stand houden zonder dat verdere differentiatie optreedt 
kan ook worden geïnduceerd door niet specifieke mesenchym. 
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Volgens Koch (19721 is dan ook sprake van verschillende induktieproces-
sen die gescheiden verlopen. De faktoren die de processen reguleren 
voor het in stand houden van de vorm zijn minder specifiek dan de fak-
toren die de cytodifferentiatie of de morfogenese reguleren. Zowel bij 
de cytodifferentiatie, de morfogenese, als bij de instandhouding van de 
vorm is een voortdurende induktie nodig totdat een bepaald stadium is 
bereikt (Ruch et al. 1973). 
Reeds in 1934 kwamen Huggins, Mc Carroll en Dahlberg tot de konklusie 
dat de differentiatie van de odontoblasten wordt beïnvloed door het 
glazuurorgaan. Zijn de preodontoblasten echter tot een bepaald stadium 
gedifferentieerd, dan kunnen ze ook zonder de aanwezigheid van preame-
loblasten dentine gaan afzetten. 
De preameloblasten hebben steeds de aanwezigheid nodig van de tandpapil 
om verder te kunnen differentiëren. Het zich differentiërende epitheel 
lijkt dus tot een later stadium van de ontwikkeling afhankelijk te zijn 
van impulsen uit het mesenchym dan het zich differentiërende mesenchym 
van de stimuli uit het epitheel. Met andere woorden, alleen het mesenchym 
kan zijn ontwikkeling zelfstandig voortzetten. Dit geldt ook voor het 
in stand houden van de organisatievorm van de cellen. 
Rollar en Baïrd (1969) namen in in vitro experimenten waar dat geïso-
leerde glazuurorganen van 13 dagen oude muizenembryonen hun samenhang 
verliezen en afsterven, terwijl het geïsoleerde mesenchym van die em-
bryonen wel vitaal blijft hoewel er geen tandstrukturen tot ontwikkeling 
komen. 
Ook Ruch c.s. (1973) zijn van mening dat mesenchym of epitheel, dat in 
een bepaalde periode een inducerende werking heeft in een volgende 
periode slechts een voedende of in stand houdende funktie kan hebben. 
Samenvattend kan worden gesteld dat ook voor de cytodifferentiatie ver-
schillende faktoren en kondities verantwoordelijk zijn. De specificiteit 
van deze faktoren is niet gelijk. Voor het in stand houden van de vorm 
zijn meer algemene faktoren nodig dan voor de initiëring en de begelei-
ding van de cytodifferentiatie. Deze worden gekontroleerd door speci-
fieke faktoren. 
Een nadere analyse van de interakties tussen de epitheliale en mesen-
chymale cellen bij de tandvorming is beschreven door Karcher-Djuricic 
en Ruch (1971); Ruch et al. (1971) en Ruch en Karcher-Djuricic (1975). 
Zij beschrijven de volgende interakties tussen epitheel en mesenchym 
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gedurende de ontwikkeling van de tandkiem. 
Vanuit de neurale buis migreren ectomesenchymcellen die het taondepitheel 
induceren tot de vorming van de tandlijst, van waaruit zich in tweede 
instantie ook onder invloed van de ectomesenchymcellen kubische of laag-
cylindrische preameloblasten vormen. 
Tijdens de vorming van de tandlijst treedt onder deze tandlijst een 
kondensatie op van ectomesenchymaal weefsel. Of deze kondensatie vanuit 
het epitheel geïnduceerd wordt is niet bekend. Nadat de laagcylindrische 
preameloblasten gevormd zijn (bij de molaren in het vroege kapstadium) 
ontwikkelen zich in de tandpapil, die ontstaan is uit het ectomesenchym, 
onder invloed van de preameloblasten de preodontoblasten. 
Bij de ontwikkeling van de kontinu erupterende incisief is waar te nemen 
dat op plaatsen waar geen glazuur zal worden afgezet, de preameloblasten 
dedifferentiëren nadat de induktie van de preodontoblasten plaats ge-
vonden heeft. Tijdens de verschillende ontwikkelingsstadia van de pre-
odontoblast, als geen verdere differentiatie van de preameloblast waar 
te nemen is (fig. 1.1), staan de preameloblasten toch wel onder invloed 
van de ectomesenchymcellen, respektievelijk preodontoblasten waardoor 
de vorm van de preameloblasten in stand gehouden wordt. 
Omstreeks het ogenblik dat de preodontoblasten matrix gaan afzetten in-
duceren zij de preameloblasten tot verdere differentiatie (fig. 1.1). 
De invloed van de preodontoblasten op de preameloblasten blijft nood-
zakelijk tot het tijdstip dat de glazuurvonning begint. 
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Uit het voorgaande moge blijken dat, ondanks het feit dat resultaten 
soms tegenstrijdig lijken of niet geheel in te passen zijn in een schema, 
de verschillende fenomenen die een rol spelen bij epitheel-mesenchym 
interakties in de literatuur goed beschreven zijn. 
Dit is niet het geval voor wat betreft de aard van het inducerende agens 
en de wijze waarop dit agens aangrijpt op de te induceren cel. 
Reeds in 1953 stelde Grobstein dat er theoretisch drie mogelijkheden 
van informatieoverdracht mogelijk zijn bij cellulaire interakties, 
namelijk: 
1. Direkte informatieoverdracht via celkontakten. 
2. Diffusie van specifieke stoffen over een grotere afstand door de 
matrix. 
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3. Diffusie van specifieke stoffen via de matrix, waarbij de matrix 
een aktieve rol speelt. 
Recente modellen over cellulaire induktieprocessen gaan er steeds van 
uit dat gedurende epitheliale-mesenchymale interakties cellen specifieke 
macromoleculen synthetiseren die vervolgens naar het heterologe weefsel 
getransporteerd worden, al dan niet via de basaalmembraan of andere 
extracellulaire matrix (Slavkin, 1972, 1975; Koch, 1972). Hierdoor wordt 
de vraag op welke wijze informatie overgedragen wordt teruggebracht tot 
(1) op welke wijze macromoleculen van de ene cel naar de andere getrans-
porteerd worden en (2) wat de chemische samenstelling van de induktor is. 
Met behulp van de door Grobstein (1956) geïntroduceerde transfilter-
kultuurmethode waarbij epitheel en mesenchym door een filter van elkaar 
gescheiden in kuituur gebracht worden, is de afgelopen tien jaar meer 
inzicht verkregen met betrekking tot de hierboven gestelde vragen. 
Terugkerende naar de eerste vraag, op welke wijze macromoleculen van de 
ene naar de andere cel getransporteerd kunnen worden, doen zich vier 
mogelijke alternatieven voor, namelijk (1) door cel-celkontakt, (2) door 
diffusie door de basaalmembraan of de extracellulaire matrix, (3) door 
transport in vesicles en (Д) een kombinatie van 2 en 3. 
Indien de informatieoverdracht via cel-celkontakt tot stand komt dan zal 
dit tijdens de ontwikkeling van gebitselementen niet optreden tijdens 
alle fasen van de verschillende induktieprocessen. Zoals in 1.3 reeds 
beschreven loopt namelijk in de eerste fase van de ontwikkeling de 
basaalmembraan ononderbroken door tussen de preameloblasten en het ecto-
mesenchym. Ook in transfilterkultuur van epitheel-mesenchym is bij ver­
schillende systemen aangetoond dat er geen cel-celkontakt bestaat door 
het filter heen, zoals door Hilfer (1968) bij de zich ontwikkelende 
thyroideus en van Wessells (1968) bij de zich ontwikkelende huid. 
Lehtonen et al. (1975) daarentegen konden wel cel-celkontakt in de 
filter aantonen bij kul tures van niermesenchym met neuraal ectoderm. 
De tweede transportmogelijkheid namelijk diffusie van stoffen door de 
basaalmembraan of de extracellulaire matrix heeft veel aandacht gekregen. 
Hierbij moeten twee alternatieven in ogenschouw genomen worden (1) de 
induktor maakt onderdeel uit van de strukturele basaalmembraan of de 
strukturele extracellulaire matrix (b.v. collageen) of (2) de induktor 
is een struktuur die niet gerekend kan worden tot het skelet van de 
basaalmembraan of de extracellulaire matrix. 
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In het eerste geval zal het in de rede liggen dat transport van het in-
ducerend molecuul eerst vrij afgezet wordt buiten de cel, om vervolgens 
de tegenoverliggende cel te induceren. In dit verband is het collageen 
als mogelijke induktor uitgebreid onderzocht. 
In het tweede geval moet een niet strukturele komponent uit de extra-
cellulaire matrix of bij kuituren uit het filter geïsoleerd kunnen worden 
die niet membraan gebonden is en in staat is het induktieproces op gang 
te houden. 
Met verschillende methoden is de aanwezigheid van een RNA bevattend 
macromolecuul dat in de extracellulaire matrix afgescheiden wordt en 
mogelijk bijdraagt tot de induktie, aangetoond (Slavkin et al. 1969; 
Croissant, 1971; Slavkin en Croissant, 1973). De vraag of deze RNA be-
vattende macromoleculen door de extracellulaire matrix heen diffunderen 
of dat zij geheel of gedeeltelijk getransporteerd worden door middel van 
vesicles, is echter nog niet beantwoord. Croissant (1971) kwam namelijk 
tot de konklusie dat een liporibonucleoproteinkomplex dat in vesicles 
is aangetoond als induktor zou kunnen fungeren, terwijl Wessells (1968) 
en Hilfer (1968) niet in staat waren celkomponenten in het midden van 
de filter waar te nemen. 
Samenvattend kan gezegd worden dat het transport van de macromoleculen 
die een rol spelen bij de induktie van epitheel-mesenchymsystemen niet 
duidelijk is. Deze onduidelijkheid is mede het gevolg van het feit dat 
in de verschillende onderzoekingen veelal voorbij gegaan wordt aan de 
vraag over welk induktieproces van de veelheid van induktieprocessen 
gesproken wordt. 
Wel kan gekonkludeerd worden dat: 
- indien induktie door middel van cel-celkontakt optreedt deze 
slechts in een beperkt aantal gevallen een rol speelt. 
- indien vesicles een rol spelen bij het transport van de induktor, 
de transportmogelijkheid in de latere fasen van de induktie als 
reeds extracellulair matrix geproduceerd is, niet meer mogelijk is. 
5 De chemische aard van de induktor 
Het onderzoek naar stoffen die de celdifferentiatie van de ameloblasten 
en odontoblasten bevorderen en in stand houden, heeft zich enerzijds 
gericht op stoffen die beschouwd kunnen worden als strukturele komponenten 
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van de intercellulaire matrix en anderzijds op stoffen die niet hiertoe 
gerekend kunnen worden. 
De resultaten van biochemisch onderzoek waarbij getracht is de embryo-
nale induktoren die betrokken zijn bij epitheel-mesenchym interakties 
te isoleren en karakteriseren, wijzen erop dat een veelheid van chemi-
sche verbindingen betrokken is bij de induktieprocessen zoals eiwitten, 
glycoproteinen, lipoproteinen, nucleinezuren, liporibonucleinezuren, 
anionen en kationen. Voor een gedetailleerde beschrijving van deze onder-
zoeken wordt verwezen naar de overzichtsartikelen van Needham (1966); 
Tiedemann (1967); Watson (1970) en Slavkin en Greulich (1975). 
Uit het onderzoek van de strukturele komponenten van de intercellulaire 
matrix bleek dat collageen, glucosaminoglycanen en glycoproteinen van 
belang zijn voor de instandhouding en cytodifferentiatie van epitheel-
mesenchym systemen. 
Afbraak van de glucosaminoglycanen van de basaalmembraan door middel van 
hyaluronidase voorkomt verdere differentiatie van de speekselklier 
(Bernfield et al. 1972). Toevoeging van glycoproteinen aan weefselkweken 
stimuleerde de cytodifferentiatie (Levine et al. 1973). 
Vooral de rol van collageen bij de induktieprocessen is uitgebreid be-
studeerd. Uit experimenten waarbij collagenase aan transfilterkweken 
werd toegevoegd (Gerber et al. 1971) bleek dat vooral de ontwikkeling 
van het epitheel beïnvloed wordt door het collageen. Ook uit experimenten 
waarbij de struktuur van het collageen werd beïnvloed blijkt dat colla-
geen van belang is voor de cytodifferentiatie (Kollar, 1972; Ruck et al. 
197A; Galbraith en Kollar, 1976). Behalve collageen zouden mucopoly-
sacchariden en extracellulair RNA een rol spelen bij de induktieprocessen 
(Slavkin et al. 1969a, 1970; Ambrose, 1976). 
Samenvattend kan worden gesteld dat naast strukturele komponenten van 
de extracellulaire matrix waarschijnlijk ook andere stoffen betrokken 
zijn bij de induktieprocessen tijdens de ontwikkeling van gebitselementen. 
1.5 Probleemstelling 
Het doel van het in dit proefschrift beschreven onderzoek is om meer 
inzicht te krijgen in de faktoren en de mechanismen die van belang zijn 
bij de interakties tussen epitheel en mesenchym bij de ontwikkeling van 
tandkiemen. Het onderzoek dat hier besproken zal worden valt uiteen in 
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drie deelonderzoeken. 
In de eerste plaats zal een onderzoek worden beschreven waarin nagegaan 
zal worden welke in vitro methode geschikt is om de interakties te be-
studeren. Hiertoe zal een vergelijking tussen de resultaten met de di-
verse kweektechnieken en de ontwikkeling in vivo noodzakelijk zijn. 
Speciale aandacht zal geschonken worden aan transfilterkweken waarin het 
mesenchym van het epitheel is gescheiden door een Millipore filter omdat 
deze techniek bij uitstek geschikt lijkt om transport van stoffen tussen 
de celtypen te kunnen bestuderen. 
Bij de verschillende kweektechnieken zal ook worden nagegaan tot welke 
ontwikkelingsstadia de differentiatie nog normaal verloopt teneinde er 
zeker van te kunnen zijn dat in het verdere onderzoek interakties bij 
zich normaal ontwikkelende weefsels worden bestudeerd. 
In de tweede plaats zal onderzoek worden beschreven waarin getracht zal 
worden na te gaan via welke transportmechanismen de agentia die de inter-
akties bewerkstelligen van het ene naar het andere weefsel kunnen gaan. 
Dit onderzoek zal worden uitgevoerd aan transfilterkweken waarin onder 
andere zal worden nagegaan of er cel-celkontakten tussen de weefsels 
aanwezig zijn en of er transport van intakte vesicles plaatsvindt. 
In de derde plaats zal onderzoek worden verricht teneinde informatie te 
verkrijgen omtrent de rol die collageen bij de interakties tussen de 
twee weefsels zou spelen. Ook dit onderzoek zal worden uitgevoerd in 
transfilterkweken omdat dit kweeksysteem bij uitstek geschikt is om de 




MATERIAAL EN METHODEN 
Proefdieren 
Voor het onderzoek werden embryonen van Wistar albino ratten gebruikt. 
Deze dieren werden gefokt en gehuisvest in het Centraal Dierenlaborato-
rium van de Katholieke Universiteit te Nijmegen (Hoofd: destijds, 
Dr. M.J. Dobbelaar). 
Volwassen mannelijke en vrouwelijke dieren werden gedurende een nacht 
bij elkaar geplaatst. De volgende dag werden de vrouwtjes door vaginaal-
uitstrijkjes op inseminatie onderzocht. Was dit uitstrijkje positief, 
dan werd deze dag als inseminatiedatum beschouwd. De dag daarop volgend 
werd als één dag post inseminationem (p.i.) gerekend. De leeftijd van 
de embryonen bij de aanvang van de experimenten lías steeds 20 d.p.i. 
Isolatie van de tandkiemen 
Het moederdier werd met een intraperitonïale injektie van 0,3 ml Nem-
butal (В) verdoofd. Na desiniekteren van de huid met jodiumtinctuur werd 
de buikholte geopend. Vervolgens werd de uterus met de embryonen uit de 
buikholte genomen. De embryonen werden verder onder een dissektiemikros-
koop uitgeprepareerd. Teneinde kontaminatie door mikro-organismen zoveel 
mogelijk te voorkomen werd de preparatie uitgevoerd in een entkamer waar­
in overdruk heerst en waarin voortdurend UV licht brandt. Bovendien werd 
de objekttafel van het mikroskoop voorzien van een plexiglashuis met 
openingen aan de zijkanten, zodat het prepareren mogelijk bleef, terwijl 
de kans op kontaminatie werd verminderd. 
De embryonen werden uit de uterus vrij geprepareerd. De mandibulae werden 
geïsoleerd door op de hals van het embryo druk uit te oefenen, waarna 
de bek zich opende. Hierdoor werd het mogelijk de wangen tot aan het kaak-
gewricht open te snijden. Vervolgens werd de bovenkaak naar achteren 
gedrukt en samen met het schedeldak verwijderd. Na het doorsnijden van 
de hals kon de onderkaak met het aanhangende weefsel worden overgebracht 
naar een petrischaal met een mengsel van Hanks-oplossing en paardeserum 
(1:1). 
Onder de dissektiemíkroskoop werden de mandibulae verder uitgeprepareerd 
en de linker- en rechterhelft werden van elkaar gescheiden. Om de tand-
kiemen vrij te prepareren werd met een fijn staarmesje (Beaver, type 52 
SR; Beaver Inc. Belmont Mass. USA) een smal randje van de onderkant van 
de mandíbula afgesneden. Hierdoor werd het mogelijk de linguale en 
buccale delen van het bot van elkaar te lichten, waarbij de bovenrand 
als scharnier fungeerde. In een van de beide botdelen waren de kiemen 
van de gebitselementen gelegen. Met behulp van een staarmesje konden de 
kiemen van de molaren en de incisief worden vrijgeprepareerd van het 
omliggende bot, waarna ze werden overgebracht in een vers stadium van 
Hanks-oplossing en paardeserum (1:1). 
2.3 Scheiding van de tandweefsels in epitheel en mesenchym 
Bij de experimenten met behulp van transfilterkweektechnieken (zie 2.4.4) 
werden alleen tandkiemen van incisieven gebruikt. Van deze incisieven 
werd het meest apicale gedeelte afgesneden. Deze stukjes werden gewassen 
met Hanks-oplossing en vervolgens overgebracht in een buisje met een 
oplossing van 1% trypsine (Difco: Bacto trypsine 1:250) in Hanks-oplos-
sing bij О С geinkubeerd. Hierna werden de stukjes tandweefsel overge­
bracht naar Hanks-oplossing zonder trypsine. Herhaaldelijk opzuigen in 
een pasteurse pipet was in de meeste gevallen voldoende om het epitheel 
en mesenchym te scheiden. Onder de dissektiemíkroskoop was het mogelijk 
om epitheel en mesenchym, dat nog niet volledig had losgelaten, met 
behulp van een staarmesje te scheiden en het epitheel en mesenchym af-




Hanks-oplossing : TC Hanks solution lOx (Nr. 5774 Difco Detroit USA) 
Eagle medium : TC medium Eagle Hela dried (Nr. 5765) 
Kippeplasma : TC Chickenplasma (Nr. 5354) 
Streptomycine : Mycofarm Delft 
Natrium penicilline : Mycofarm Delft 
33 
Millipore filter : type AA (poriegrootte 0.8 pm) diameter 13 iran 
type TH (poriegrootte 0.45 μπι) 
(Millipore Filter Corp. Bedford Massachusetts USA) 
MF Cement : plakmiddel geschikt voor Millipore filter 
(Nr. XX 70 000 00) (Millipore Filter Corp. 
Bedford Massachusetts USA) 
Paardeserum : bereid volgens het voorschrift van Paul (1970) 
Kippe-embryo-extrakt : de gebruikte methode wijkt af van die van Paul 
(1970). Het extrakt werd onder steriele omstan­
digheden bereid uit kippe-embryonen van 11 dagen. 
Na verwijdering van ogen, snavels, vleugels, poten 
en lever - de verwijdering van de lever is nodig 
om te voorkomen dat gal in het extrakt terecht 
komt - werd het embryo gehomogeniseerd door 
schudden met glasparels op een Whirlmix. Per em­
bryo werd 5.5 ml Hanks toegevoegd. Na centrifu­
geren (3000 rpm) gedurende 20 minuten werd de 
bovenstaande vloeistof, het embryo-extrakt, af-
gepipeteerd. Het extrakt werd bewaard bij -25 С 
Na het ontdooien was opnieuw centrifugeren nood­
zakelijk om een heldere oplossing te krijgen. 
Het_kweken_yan_tandkiemen_o£_de_chorio-allantois_membraan_^ 
embrjronen 
Voor het kweken van tandkiemen werden 10 dagen oude kippe-embryonen van 
het ras Hypeco gebruikt. Na wassen met 70% alkohol werden de bebroede 
eieren geschouwd en werd een vertakkingspunt van bloedvaten op de schaal 
aangetekend. Ook de omtrek van de luchtkamer werd gemarkeerd. Met een 
diamantschijfje, bevestigd op een techniekboor werden boven het vertak-
kingspunt groefjes in de schaal geslepen, zodat een vierkantje van onge-
veer 5 x 5 mm kon worden verwijderd. Tevens werd boven het midden van 
de luchtkamer een gaatje geboord. Teneinde een opening te maken in de ei-
vliezen zonder de chorio-allantois membraan te beschadigen werd een drup-
peltje fysiologisch zout op het venstertje gepipeteerd en een gaatje ge-
prikt in de eivliezen. Door onderdruk aan te brengen in de luchtkamer 
werd de vloeistof tussen de eivliezen en de chorio-allantois membraan 
gezogen. De eivliezen waren nu door de vloeistof van de chorio-allantois 
membraan gescheiden. De vliezen werden vervolgens met een schaartje 
opengeknipt. Na het openklappen van de eivliezen werd de tandkiem op de 
chorio-allantois membraan geplaatst. Nadat de eivliezen over de tandkiem 
heen waren gelegd, werd het venstertje in de schaal afgesloten met een 
stukje uitgegloeid mica, dat met paraffine werd vastgemaakt. De eieren 
werden vervolgens met het venstertje naar beneden in een stoof bij 37 С 
geplaatst. Door het gewicht van het embryo werd het snel vastgroeien 
van het ingebrachte weefsel bevorderd. 
De eieren werden dagelijks gekeerd. Aan het eind van de kweekperiode 
werden de eieren met het venstertje naar beneden geplaatst en werd de 
schaal met de eivliezen horizontaal doormidden geknipt. De bovenste helft 
met aanhangende vliezen werd weggenomen. Ook het embryo werd verwijderd. 
Wanneer dit voorzichtig gebeurde, bleef de chorio-allantois membraan aan 
de onderste helft van de schaal vastzitten. De ingebrachte tandkiem was 
door de chorio-allantois membraan ingekapseld en moest met een dissektie-
mikroskoop worden opgezocht. De tandkiem werd uitgesneden, gespoeld in 
fysiologisch zout en vervolgens gefixeerd voor histologische verwerking. 
2.4.3 He t_kweken_van_t andkieinen_in_vi tro 
Voor het kweken werd gebruik gemaakt van polystyreen kweekbakjes Falcon 
nr. 3010 (Falcon Plastics, Los Angeles, California USA). 
Deze kweekbakjes bestaan uit een centrale kweekruimte, die omgeven is 
door een gootje, dat met water kan worden gevuld om een hoge luchtvoch­
tigheid te handhaven. De centrale kweekruimte heeft in het midden een 
verlaging voor het kweekmedium. In deze holte werd een mengsel gebracht 
van de volgende samenstelling: 
5 delen kippe-plasma, 1 deel embryo-extrakt, 2 delen paardeserum en 
2 delen Hanks-oplossing. Aan dit mengsel werd 100 I.E. penicilline per 
ml en 0.05 mg streptomycine per ml toegevoegd. Nadat dit mengsel was 
gestold werd hierop een Millipore filter (type AA) geplaatst. Op het 
filter werd een tandkiem neergelegd. Verdamping van het medium werd 
tegengegaan door de filter in de buitenring met water te bevochtigen. 
Na het op leggen van de deksels werden de kweekbakjes in een luchtdicht 
kaatje geplaatst. Het kastje werd gevuld met gasmengsel, bestaande uit 
95% lucht en 51 koolzuurgas. De kweektemperatuur bedroeg 37 C. Om de dag 
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werd het filter met daarop de tandkiem met behulp van een mesje van het 
gestolde medium (de "clot") losgemaakt en naar een ander kweekbakje met 
een verse "clot" overgebracht. Na het beëindigen van de kweek werd het 
filter met de tandkiem uit het kweekbakje genomen, de tandkiem van het 
filter losgemaakt en gefixeerd voor histologische verwerking. 
Bij de transfiltertechniek worden stukjes weefsel aan weerszijden van 
een dun filter gekweekt (Grobstein, 1956; Koch, 1967). Een filter (merk 
Millipore type TH) werd op een plexiglas ringetje (buitendiameter 6 mm, 
binnendiameter 3 mm, hoogte 3 mm) geplakt. 
Aan het ringetje werden aan de andere zijde twee glazen staafjes 
(25 χ 0.2 mm) bevestigd. Dit apparaatje wordt in het vervolg de filter-
houder genoemd. De filterhouders werden voor het gebruik geautoklaveerd 
bij 120 С gedurende 20 minuten. Ka bevochtiging van het filter met Hanks-
oplossing werd het mesenchym van de tandkiem binnen de ring tegen het 
filter gebracht en afgedekt met "clot", bestaande uit gelijke delen 
kippe-plasma en een mengsel van Eagle medium, paardeserum en embryo-
extrakt (2:1:1). 
De "clot" werd aangebracht door een druppel plasma en een druppel van 
het mengsel van de overige komponenten naast elkaar op een schaaltje te 
brengen, de beide vloeistoffen in een pasteurse pipet op te zuigen en 
over te brengen naar de filterhouder. De filterhouder werd geheel gevuld 
met de "clot". 
Na het stollen van de opgebrachte "clot" kon de filterhouder worden om­
gedraaid. De filterhouder kon nu met de glazen staafjes op de holte van 
de kweekbak (Falcon nr. 3010) worden geplaatst. Op de nu bovenliggende 
zijde van het filter werd nu tegenover het mesenchym het epitheel op­
gebracht. Dit weefsel werd eveneens met een "clot" afgedekt. De holte 
in het kweekbakje onder de filterhouder werd met medium (Eagle medium 
met 10% paardeserum, 3% embryo-extrakt, 100 I.E. penicilline per ml en 
0.05 mg streptomycine) zover gevuld, dat de "clot" aan de onderkant van 
het filter in het medium hing. 
De buitenring van het kweekbakje werd met water gevuld, het bakje afge­
dekt met een dekseltje en in een gasdichte kas met een gasmengsel van 
95% lucht en 5% koolzuurgas bij een temperatuur van 37 С geplaatst. Na 
het beëindigen van de kweek werden de kweken gefixeerd voor verdere 
histologische of elektronenmikroskopische verwerking. 
3 . . 
Inkubatie met H-thymidme 
3 
Voor de labeling van de weefsels met Η-thymidine werd gebruik gemaakt 
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van thymidine-6- H met een specifieke aktiviteit van 5 Ci/mmol (The 
Radio Chemical Centre, Amersham, G.B.)· 
Normale transfilterkweken werden voor het beëindigen van de kweektermijn 
gedurende 1 uur geinkubeerd in normaal kweekmedium waaraan 6 pCi/ml. 
thymidine was toegevoegd. De inkubatie geschiedde onder normale kweek-
omstandigheden. Na de inkubatie werden de kweken driemaal gespoeld in 
Hanks-oplossing teneinde het niet door de cellen geinkorporeerde radio-
aktieve materiaal te verwijderen. Metingen in de laatste spoelvloeistof 
toonden aan dat daarin geen radioaktief materiaal meer aanwezig was. 
Vervolgens werden de weefselkweken gefixeerd en verder verwerkt tot 
autoradiogrammen. 
3 
Inkubatie met H-prolme 
Na het uitprepareren van het apicale deel van de tandkiemen van de in-
cisieven werden deze getrypsineerd. Vervolgens werd of het epitheel of 
het mesenchym gedurende 1 uur geinkubeerd in normaal kweekmedium waaraan 
3 
20 vCi/ml Η-proline (spec. akt. 0,57 Ci/mmol, The Radio Chemical Centre, 
Amersham, G.B.) was toegevoegd. De inkubatie geschiedde onder normale 
kweekomstandigheden. Na de inkubatie werd het weefsel driemaal gespoeld 
in Hanks-oplossing. Metingen in de laatste spoelvloeistof toonden aan 
dat daarin geen radioaktiviteit meer aanwezig was. 
Het gelabelde weefsel werd nu in transfilterkweek gebracht tegenover het 
heteroloog niet gelabelde weefsel. Na het beè'indigen van de kweekperiode 
werden de kweken gefixeerd en verwerkt voor autoradiografie. 
Histologie 
De kweken werden gefixeerd in Bouin's fixatief (Adam en Czihak, 1964). 
Dít fixatief werd gekozen omdat uit een aantal voorstudies was gebleken 
dat dit het enige was dat goede weefselpreservatie paarde aan een goede 
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preservatie van het Millipore filter. Na de fixatie werd het materiaal 
gedehydrateerd in een alkoholreeks van 70, 80 en 96% alkohol. Het ver-
vangen van de vloeistoffen gebeurde met behulp van een pasteurse pipet. 
In het geval van transfilterkweken lost het plakmiddel bij deze proce-
dure op, zodat de filter van de filterhouder kan worden verwijderd. Aan 
de alkohol 96% werd een geringe hoeveelheid Eosine toegevoegd, waardoor 
de weefselstukjes bij de verdere procedure gemakkelijker waren terug te 
vinden. 
Na de alkoholreeks werd het materiaal voor de periode van 1 uur overge-
bracht naar methylbenzoaat, gevolgd door 1 uur methylbenzoaat met 1% 
celloïdine. Hierna volgde 30 minuten chloroform en 15 minuten tolueen. 
Het materiaal werd nu ingebed in Paraplast Plus (Sherwood, St. Louis, 
USA). 
De koupes van 7 pm dikte werden in het geval van hele tandkiemen zoveel 
mogelijk in de lengterichting van de incisief gesneden. Bij transfilter-
kweken werd steeds loodrecht op de Millipore filter gesneden. 
De kleuringsmethoden werden ontleend aan Adam en Czihak (1964); Bloom 
en Kelly (1960) en Schillings (1964). De volgende kleuringen werden uit-
gevoerd: 1. Haematoxyline-eosine (H.E.) volgens Dellafield. 
2. Kleuring volgens Mallory. 
3. Azankleurïng volgens Heidenhain. 
4. Llzerhaematoxyline-pikrofuchsine volgens van Gieson. 
5. Alcian blue: gekleurd werd met 1% oplossing in 3% azijnzuur 
(pH 2.5) gedurende 30 minuten. 
6. Astra blauw-kleuring. 
2.8 Autoradiografie 
Fixatie, opvoeren, inbedden en snijden geschiedde op dezelfde wijze als 
beschreven in paragraaf 2.7. Na het snijden werden de koupes opgeplakt 
en vervolgens bedekt met vloeibare fotografische emulsie Ilford K-5. Na 
de bestralingsperiode werden de preparaten ontwikkeld, zwak gekleurd met 




De mikrofoto's werden gemaakt op een Zeiss Universeel mikroskoop. Als 
film werd gebruikt Gevaert-Agfa Scientia 45 С 62 en 50 В 65. 
2.10 Elektronennikroskopie 
De transíilterkweken voor het elektronenmikroskopische onderzoek werden 
gefixeerd in 2% glutaar-aldehyde in 0,05M fosfaatbuffer (pH 7,38) bij 
4 С gedurende I uur. Vervolgens werden de kweken gespoeld in 0,1M fos­
faatbuffer (pH 7,38), waaraan 0,2M sucrose was toegevoegd. Hierna werd 
nagefixeerd gedurende I uur in 1% OsO, (Millonig, 1962) en vervolgens 
driemaal gespoeld in de fosfaatbuffer. 
Tijdens de dehydratatie van het weefsel liet het filter meestal los van 
de filterhouder. Was dit niet het geval dan werd het met de hand los­
gemaakt. De kweken werden ingebed in Enon 812 (Luft, 1961) en zodanig 
georiënteerd dat de koupes loodrecht op het filter werden gesneden. 
Semidunne (1 μτη) en ultradunne koupes (grijs tot zilverkleurig) werden 
met glasmessen gesneden op een Reichert 0mU-2 ultramikrotoom, opgevangen 
op koperen grids en gekontrasteerd met uranylacetaat en loodcitraat 
(Watson, 1958 en Reynolds, 1963). Teneinde Polysacchariden met vic-glycol 
groepen te kunnen herkennen, werd gekontrasteerd met de zilver-proteïnaat 
methode volgens Thiéry (1967). Om na te gaan of calcium aanwezig was werd 
de methode van Komnick (1969) gebruikt. 
De koupes werden bestudeerd en elektronenmikroskopische opnamen werden 
gemaakt met een Philps EM-200. 
2.11 Bepaling van collagenase labiel materiaal 
3 
Om na te gaan in hoeverre het H-prol m e was ingebouwd in collagenase 
labiel materiaal werden van transfilterkweken die op de normale wijze 
met H-prol ine waren geinkubeerd, na het beëindigen van de kweekperiode 
vrieskoupes gemaakt. Hiertoe werden de kweken omsloten met O.C.T. (Ames 
Cíe. Div. Miles Lab., Elkhart, Indiana, USA) en ingevroren. Met behulp 
van een kryostaat werden koupes van 7 ym dik vervaardigd. Een derde deel 
van de koupes werd bedekt met een oplossing van 0,5% collagenase in 
25 mmol Trisbuffer pH 7,6 waaraan 5 mmol CaCl. was toegevoegd. Van de 
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overige koupes werd de helft geinkubeerd met dezelfde oplossing waaraan 
echter geen collagenase was toegevoegd en de andere helft werd geinku­
beerd zonder dat vloeistof op de koupes werd gebracht. De inkubatie ge­
schiedde in een vochtige atmosfeer bij 37 С gedurende 5 uur. Vervolgens 
werd het collagenase gedenatureerd door inkubatie met 10% TCA gedurende 
30 minuten. 
Het collagenase (Sigma, Type 1, Sigma Chemical Company, St. Louis, 
Illinois, USA) werd voor het gebruik gezuiverd met behulp van fraktio-
nering met ammonium-sulfaat gevolgd door een Sephadex G-200 kolom. Hierna 
bleek het preparaat vrij te zijn van niet specifieke proteolytische ak-
tiviteit. 
Na de inkubatie en denaturatie werden de koupes gefixeerd en normaal 
verwerkt tot autoradiogrammen. 
Analyse van de autoradiogrammen 
3 
Teneinde de verdeling van het met H-prol m e gelabelde materiaal in het 
filter te analyseren werden de korrels in de autoradiogrammen geteld. 
In het centrale deel van de kweken werden tellingen uitgevoerd bij een 
vergroting van 1250 maal. Hiertoe werd gebruik gemaakt van een oculair 
raster van 5 χ 5 mm dat was verdeeld in 100 vierkantjes. 
Het oculair raster werd georiënteerd zoals in figuur 2.1 is weergegeven. 
De tellingen werden gedaan in de zones die in figuur 2.1 met А, В, С en 
D zijn aangegeven. Per kweek werden steeds tellingen aan drie centrale 
koupes verricht. 
Fig. 2.1 Schematische weergave van de plaatsing van het 
oculair raster over de filter. 
Zone В bedekt zowel het filter als het weefsel. 
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HOOFDSTUK 3 
TRANSPLANTATIE EN IN VITRO KWEKEN VAN TANDKIEMEN 
3.1 Inleiding 
De beschrijving van de verschillende ontwikkelingsprocessen zoals die 
plaatsvinden tijdens de tandontwikkeling (zie 1.2 en 1.3) leiden niet 
tot een beter begrip van de mechanismen die een rol spelen bij de weef-
selinterakties. Zij dienen veel meer als basis voor verder analytisch 
onderzoek. 
Vooral het toepassen van transplantatie en in vitro technieken heeft veel 
bijgedragen tot een beter inzicht in mesenchym-epitheel interakties. Toe-
passing van deze technieken leidt echter vaak tot tegenstrijdige resul-
taten omdat deze vaak sterk afhankelijk zijn van de toegepaste procedures 
en van de onderzoeker die de procedures uitgevoerd heeft. 
Teneinde te komen tot een karakterisering van de differentiatie van de 
aneloblasten en odontoblasten zullen in dit hoofdstuk drie typen kweken 
worden vergeleken, namelijk kweken van hele tandkiemen op chorio-allan-
tois membraan, in vitro kweken van explantaten van tandkiemen en trans-
filterkweken. Bovendien zullen zowel het epitheel als het mesenchym af-
zonderlijk op filters worden gekweekt. De explantatie naar de chorio-
allantois membraan is een techniek waarbij de tandkiem wordt geplaatst 
in gevaskulariseerd mesenchym dat vergroeid is met ectodermaal (chorion) 
en een endodermaal (allantois) epitheel. Wanneer een weefselstukje op 
deze chorio-allantois membraan wordt geplaatst, reageert deze door plaat-
selijke aanpassing van het ectoderm en verhoogde vaskularisatie van het 
mesenchym waarin het komt te liggen. Wanneer de transplantatie slaagt, 
wordt het transplantaat gevaskulariseerd door de bloedvaten van de gast-
heer; het chorio-ectoderm sluit het af. In sommige gevallen prolifereert 
het ectodermale chorion en soms zelfs de endodermale allantois membraan 
en worden deze in het transplantaat geinkorporeerd. 
Door de ingroei van bloedvaten is een goede voorziening van nutriënten 
verzekerd. Bij de in vitro experimenten is de mogelijkheid van bloedvat-
ingroei niet aanwezig. Hierdoor is de voorziening van nutriënten af-
hankelijk geworden van diffusie vanuit het kweekmedium. Tegenover dit 
nadeel staat echter het voordeel dat het kweekmedium, hoewel niet volle-
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dig chemisch gedefinieerd, gestandaardiseerd kan worden en dat ook fy-
sische omstandigheden (temperatuur, 0. en CO. spanning) bekend zijn en 
konstant gehouden kunnen worden. 
Het doel van het hierna volgende onderzoek is meer inzicht te krijgen 
in de faktoren die betrokken zijn bij de verschillende interakties tussen 
epitheel en mesenchym. In vitro experimenten waarbij verschillende ge-
labelde precursors specifiek aangeboden kunnen worden aan de verschillende 
celtypen, bieden de mogelijkheid na te gaan welke stoffen die gesynthe-
tiseerd worden door een celtype, getransporteerd worden naar het andere 
celtype. Voorwaarde hiervoor is echter dat in eerste instantie het epi-
theel en het mesenchym van elkaar worden gescheiden en na inkubatie van 
een der weefsels een rekombinatie van de weefsels plaatsvindt. 
Dit houdt in dat zowel destruktie van de basaalmembraan als een des-
oriëntatie van het mesenchym zal optreden. Wel biedt de methode van re-
kombinatie van weefsels de mogelijkheid tussen de beide weefsels een 
filter te plaatsen waardoor door de analyse van de filter additionele 
informatie omtrent het transport van stoffen kan worden verkegen. 
Een van de oogmerken van het in dit hoofdstuk beschreven onderzoek is 
na te gaan wat de invloed van de lokale faktoren op de tandontwikkeling 
is. Deze invloed kan slechts worden bestudeerd indien de tandkiem uit 
zijn normale lokatie wordt verwijderd, maar toch verzekerd is van een 
optimale aanvoer van nutriënten. De techniek van het kweken van tand-
kiemen op de chorio-allantois membraan biedt hiertoe een goede mogelijk-
heid. 
Door nu de resultaten die verkregen worden met de explantaten op chorio-
allantois membraan te vergelijken met de resultaten uit de in vitro ex-
perimenten kan worden afgeleid tot welke differentiatiestadia de amelo-
blasten en de odontoblasten bij de in vitro experimenten overeenkomen 
met de situatie waarin een optimale voeding is verzekerd. Op grond van 
deze resultaten kan voor het verdere onderzoek bepaald worden welke ont-
wikkelingsstadia als normaal beschouwd mogen worden. Hierdoor zal het 
mogelijk zijn betere uitspraken te doen omtrent het transport dat bij 
de normale ontwikkeling tussen de cellen kan plaatsvinden. 
Om uit te sluiten dat mogelijke verschillen tussen transfilterkweken en 
kweken op de chorio-allantois membraan geïnterpreteerd worden als ver-
oorzaakt door de verschillen in nutriëntenaanbod dienen beide typen 
kweken te worden vergeleken met in vitro kweken waarbij de kontinuiteit 




Zowel bij de tandkiemen van molaren als van incisieven die gekweekt 
worden op de chorio-allantois membraan mislukte ongeveer 50% van de 
kweken. In een aantal gevallen kon het explantaat in het geheel niet 
worden teruggevonden, in een ander deel was het explantaat necrotisch 
geworden of was resorptie van het tandmateriaal opgetreden. 
In totaal werden 25 molaren en 7 incisieven teruggevonden die waren aan-
geslagen. Op het moment van de explantatie was in de molaren nog geen 
dentine of glazuur afgezet (fig. 3.1). Het binnenste glazuurepitheel was 
laagcylindrisch, de preodontoblasten waren al wel gerangschikt langs de 
basaalmembraan, maar celpolarisatie was nog niet opgetreden. Hierdoor 
was het mogelijk om aan de hand van het al dan niet voorkomen van den-
tine en glazuur in de kweken te bepalen of en zo ja in welke mate een 
verdere differentiatie had plaats gevonden. 
Na een kweekperiode van A dagen bleek dat in 4 van de 10 gevallen den-
tineafzetting in de molaren had plaats gevonden (fig. 3.2). De preamelo-
blasten waren in deze gevallen verder gedifferentieerd, maar glazuuraf-
zetting kon nog niet worden waargenomen. In het púlpale weefsel werden 
bloedvaten aangetroffen die waren ingegroeid vanuit de chorio-allantois 
membraan. Ook buiten het binnenste glazuurepitheel waren bloedvaten aan-
wezig, zodat na een kweekperiode van Λ dagen een optimale voorziening 
van nutriënten van zowel de odontoblasten als de preameloblasten was ver-
zekerd. 
Het dentine dat zich het dichtst tegen de preameloblasten bevond was ge-
mineraliseerd en bevatte over het algemeen regelmatig gerangschikte den-
tinekanaal t j es. 
In die gevallen waarin na een kweekperiode van Д dagen geen dentine werd 
aangetroffen, was de differentiatie van de preodontoblasten wel verder 
gevorderd dan het stadium waarin ze verkeerden bij de explantatie. De 
preameloblasten waren ook verder ontwikkeld. Ze waren hoger cylindrisch 
geworden en de kernen lagen voornamelijk aan de basale zijde van de cel. 
Na een kweekperiode van 10 dagen bleek dat in 8 van de 15 gevallen den-
tineafzetting plaats had gevonden. Bij 5 van deze 8 gevallen was ook 
glazuur aanwezig (fig. 3.3). 
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Fig. 3.1 Kiem van een molaar op 20 d.p.i. 
Geen dentine- of glazuurafzetting 
HE, 100 χ 
Jf' 
p 
Fig. 3.2 Kweek van een molaar 
op chorio-allantois 
membraan. 
Kweekduur: 4 dagen 
Dentinevorming waar­
neembaar 
HE, 425 χ 
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In die gevallen waar zowel glazuur als dentine was afgezet hadden de 
ameloblasten, de odontoblasten en het púlpale weefsel een volkomen nor-
maal uiterlijk. Bij de ameloblasten lagen de kernen allemaal basaal. In 
het apicale gebied was een kitlijst waarneembaar en er waren uitlopers 
van Tomes aanwezig. In het glazuur zelf was een normale prismatische 
struktuur waar te nemen. Ook het dentine had op de meeste plaatsen een 
normale struktuur met dentinekanaaltjes. In het dentine was een laag 
predentine te onderscheiden. 
De odontoblasten lagen normaal gerangschikt, de kernen lagen in de meeste 
gevallen basaal en er hadden zich odontoblastenuitlopers gevormd, In het 
púlpale weefsel waren talrijke bloedvaten aanwezig, die afkomstig waren 
van de chorio-allantois membraan, en die zorg konden dragen voor een 
voldoende aanvoer van nutriënten. 
In die gevallen waarin slechts dentine was afgezet of waarin in het ge-
heel geen afzetting van harde tandweefsels had plaats gevonden, kon niet 
worden vastgesteld dat de differentiatie in een bepaald stadium was ge-
stopt of dat dedifferentiatie was opgetreden. Veeleer was hier sprake 
van een trager verloop van de differentiatieprocessen waardoor de ont-
wikkeling van deze molaren was achtergebleven. 
Bij de kweek van incisieven op de chorio-allantois membraan traden ana-
loge verschijnselen op. Op het moment van de explantatie was nog geen 
glazuur gevormd en slechts in het meest incisale deel werd dentine aan-
getroffen. Na 4 dagen was een verdergaande differentiatie van de pre-
odontoblasten in apicale richting opgetreden en bovendien werd in 1 van 
de 3 kweken een eerste aanzet van glazuurvorming waargenomen. In alle 
kweken die op 4 dagen werden bestudeerd bleken de preameloblasten zich 
althans in het apicale gedeelte verder te hebben ontwikkeld tot hoog-
cylindrische cellen waarvan de kernen zich het meest aan de basale zijde 
van de cellen bevonden. In het púlpale weefsel werd de ingroei van een 
aanzienlijk aantal bloedvaten vanuit de chorio-allantois membraan waar-
genomen. Ook aan de buitenzijde van het glazuur werden veel bloedvaten 
aangetroffen, zodat ook in het geval van de incisieven na 4 dagen ge-
sproken kan worden van een voldoende aanvoer van nutriënten naar zowel 
de mesenchymale als de ectodermale cellen die bij de afzetting van de 
harde tandweefsels zijn betrokken. Na een kweekperiode van 10 dagen was 
in 2 van de 4 kweken zowel glazuur als dentine aanwezig (fig. 3.4) ter-





Fig. 3.3 Kweek van een molaar op chorio-allantois 
membraan. Kweekduur: 10 dagen 
Zowel dentine- als glazuurafzetting waarneembaar 
HE, 425 χ 
Kweek van een incisief 
op chorio-allantois 
membraan. 
Kweekduur: 10 dagen 
Zowel dentine- als 
glazuurafzetting 
waarneembaar 
HE, 175 χ 
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uitgegroeid dan na een kweekperiode van 4 dagen. 
De ameloblasten waren in die gevallen waar glazuur was afgezet normaal 
gedifferentieerd. De cellen waren hoogcylindriscb, de kernen lagen ba-
saal en er waren zowel een kitlijst als uitlopers van Tomes aanwezig. Het 
glazuur dat zoals dat steeds bij incisieven in de natuurlijke omgeving 
het geval is slechts aan de labiale zijde werd afgezet, vertoonde oor-
spronkelijk een normale prismatische opbouw. Ook het nieuw gevormde den-
tine en de daarbij behorende odontoblasten vertoonden een struktuur en 
oriëntatie zoals die bekend is uit de in vivo situatie. De kweken die 
minder ver waren in hun ontwikkeling vertoonden geen tekenen van de-
differentiatie , maar evenals dat het geval was bij de molaren, werd 
veeleer de indruk gewekt dat de differentiatiesnelheid niet bij alle 
kweken gelijk was geweest. 
Evenals bij de chorio-allantois membraan werden in vitro zowel tandkiemen 
van molaren als van incisieven gekweekt. In de hierna volgende beschrij-
ving zal ingegaan worden op de overeenkomsten en verschillen tussen de 
in vitro kweken en de kweken op de chorio-allantois membraan. 
In ongeveer 50% van alle kweken met kiemen van molaren evenals kiemen 
van ïncïsieven trad necrose van cellen op en degenereerden de tandkiemen. 
In totaal verliepen 9 kweken van tandkiemen van molaren en 21 kweken van 
tandkiemen van incisieven suksesvol. Het beeld van de tandkiemen op het 
moment van explantatie was overeenkomstig dat omschreven onder 3.2.1. 
Na een kweekperiode van tandkiemen van molaren van 4 dagen was in 4 van 
de 5 geslaagde kweken dentinevorming waar te nemen (fig. 3.5). Het 
histologisch beeld was overeenkomstig dat van kiemen die 4 dagen op de 
chorio-allantois membraan gekweekt waren, met dien verstande dat er geen 
bloedvaten in de pulpa waar te nemen waren. 
Na een kweekperiode van 10 dagen was in alle 4 de kweken dentineafzet-
ting te zien, nergens kon echter glazuur aangetoond worden (fig. 3.6). 
Naast dit verschil met de kiemen die 10 dagen op de chorio-allantois 
membraan gekweekt waren, waren de odontoblasten onder de knobbels van 
de molaren aanzienlijk lager. Dit vooral omdat in andere gebieden van de 
in vitro kweken van dentineafzetting de odontoblasten hoog waren en over-
eenkwamen met het normale beeld van gedifferentieerde odontoblasten 
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Fig. 3.5 Kweek van een molaar in vitro. 
Kweekduur: 4 dagen 
Dentineafzetting is waarneembaar 
HE, 425 χ 
Fig. 3.6 Kweek van een molaar 
in vitro. 
Kweekduur: 10 dagen 
Dentineafzetting is 
waarneembaar 
HE, 150 χ 
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in vivo, bestond de indruk dat deze als eerste tot ontwikkeling gekomen 
odontoblasten onder de knobbels gedeeltelijk gededifferentieerd waren. 
Bij de in vitro kweek van incisieven waren 4 kweken van hele tandkiemen 
van A dagen en 4 kweken van 10 dagen suksesvol. Zowel na 4 als na 10 
dagen was het beeld van het apicale deel van de incisief overeenkomstig 
met dat van de incisieven die gekweekt werden op de chorio-allantois mem-
braan (fig. 3.7). Bij het beeld van het incisale deel was echter bij alle 
kweken van beide leeftijden een duidelijke degeneratie van odontoblasten 
waarneembaar. De afstand tussen het punt van de laatste dentineafzetting, 
waar preodontoblasten in odontoblasten overgegaan waren en gedegenereerde 
odontoblasten, was in kweken van 4 dagen en in kweken van 10 dagen even 
groot. Wel was de lengte van het totale dentine in kweken van 10 dagen 
groter dan in kweken van 4 dagen. 
Na evaluatie van deze experimenten werden kultures uitgezet, waarbij 
slechts het apicale deel in kweek gebracht werd. Het incisale deel, in-
klusief alle op de dag van explantatie gevormde dentine, werd hierbij 
verwijderd. 
Na 4 dagen kweken was het beeld in alle 5 de kweken aan de apicale zijde 
overeenkomstig met dat van de kweken op de chorio-allantois membraan. 
Naar incisaal waren gedifferentieerde odontoblasten die dentine afgezet 
hadden. In 3 kweken was de organisatie van het dentine niet helemaal 
regelmatig (fig. 3.8). De tubulaire struktuur was hier niet waarneembaar 
en bovendien had zich predentine rond de odontoblasten afgezet. 
Na 10 dagen kweken kon naar incisaal in 2 van de 6 kweken een dun laagje 
glazuur waargenomen worden (fig. 3.9). 
Zowel na 4 als na 10 dagen kweken trad geen degeneratie op van de odonto-
blasten, zoals dit het geval was bij de in vitro kweken van hele tand-
kiemen. 
Trans f il terkweken 
Voor transfilterkweken werd slechts gebruik gemaakt van tandkiemen van 
incisieven. Bij deze kweektechniek werden het mesochymale en het ecto-
dermale weefsel door trypsinering van elkaar gescheiden en vervolgens aan 
weerszijden van een Millipore filter in kuituur gebracht. Bovendien werd 
een aantal kweken opgezet waarbij alleen het epitheel of het mesenchym 
in kweek werd gebracht. 
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Fig. 3.7 Kweek van een incisief in vitro. 
Kweekduur: 10 dagen 
HE, 425 χ 
Fig. 3.8 Kweek van het apicale deel van een incisief 
in vitro. 
Kweekduur: 4 dagen 
Incisaal dentineafzetting 
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Fig. 3.9 Kweek van het apicale deel van een incisief 
in vitro. 
Kweekduur: 10 dagen 
Zowel dentine- als glazuurafzetting 
HE, 425 χ 
Fig. 3.10 Epitheel van het apicale deel van een incisief 
na trypsinering. 
HE, 650 χ 
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Wanneer het materiaal van het anicale 1/5 deel van de tandkiem geëxolan-
teerd en getrypsineerd was vertoonden de preameloblasten een duidelijke 
cylindervorm. De kernen lagen meestal basaal en er konden nog veel mito-
sen worden waargenomen (fig. 3.10). De mesenchymale cellen vertoonden na 
trypsinering nog geen duideliike kenmerken van differentiatie (fig. 3.11) 
De waarnemingen hiervan werden echter bemoeilijkt door het feit dat de 
oriëntatie van dit weefsel na trypsinering niet goed mogelijk was. 
De kweekperiode van de kweken waar slechts een van de twee weefsels in 
kuituur werd gebracht was A dagen. Van de 5 kweken die met elk van de 
weefsels werden ingezet sloegen er 4 van het epitheel en 2 van het me-
senchym aan. Het epitheel vertoonde na de kweekperiode geen verdere dif-
ferentiatie (fig. 3.12). Het weefsel had zich over het filter uitgebreid. 
De cellen die op het moment van explantatie nog hoogcylindrisch waren 
vertoonden een meer afgeronde vorm. De kernen lagen over het algemeen 
centraal. 
Bij de kweken van alleen mesenchym vond tijdens de kweekperiode geen 
verdergaande differentiatie plaats. De mesenchymale cellen behielden het 
fibroblastachtige uiterlijk dat ze al hadden op het moment van explanta-
tie. De kernen van deze cellen waren spoelvormig, zoals gebruikelijk bij 
fibroblasten. Evenals bij het epitheel had ook bij het mesenchym een mi-
gratie van cellen plaats gevonden en wel in die mate dat uitlopers van 
de cellen tot diep in de "clot" waren doorgedrongen (fïg. 3.13). 
De kweekperioden die gebruikt werden voor de transfilter kultures waar-
bij de twee typen weefsel tegenoverelkaar werden geplaatst waren 1, 2, 
3, 4, 5, 7, 9 en 11 dagen. Om de 2 dagen werden de kweekmedia ververst. 
Na een kweekperiode van 1 dag waren 5 van de 10 kweken aangeslagen. 
Het epitheel vertoonde dezelfde karakteristieken als na explantatie. In 
het mesenchym was een zekere ordening van de cellen die direkt tegen het 
filter aan lagen waar te nemen. Deze mesenchymale cellen vertoonden nog 
geen cylindervorm en de kernen lagen over het algemeen centraal in het 
cellichaam. 
Na een kweekperiode van 2 dagen waren 9 van de 10 kweken aangeslagen. 
De cellen van het epitheel waren hoger cylindrisch dan op het moment van 
explantatie. Vrijwel alle kernen in de preameloblasten lagen basaal. De 
mesenchymale cellen die direkt tegen het filter aan lagen vertoonden een 
zekere polariteit doordat ze laagcylindrisch waren geworden en de kernen 
over het algemeen in de basale helft van de cellen lagen (fig. 3.14). 
53 
$Ъ 
Fig. 3.11 Mesenchym van het apicale deel van een incisief 
na trypsinering. 
HE, A25 χ 
Fig. 3.12 Epitheel van het apicale deel van een incisief 
zonder mesenchym gekweekt op filter. 
Kweekduur: A dagen 
HE, 425 χ 
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Fig. 3.13 Mesenchym van het apicale deel van een incisief. 
Zonder epitheel gekweekt op filter. 
Kweekduur: A dagen 
HE, 100 χ 
Fig. 3.14 Transfilterkweek na een kweekperiode van 2 dagen. 
Differentiatie preameloblasten en preodontoblasten 
waarneembaar. 
HE, 425 χ 
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In 4 van de 10 kweken die 3 dagen in transfilter kuituur waren gehouden 
vertoonden de cellen een verdergaande differentiatie. De preameloblasten 
waren hoogcylindrisch, de kernen lagen basaal en op soTnmige plaatsen was 
de eerste aanzet van de aanleg van de kitlijst zichtbaar. Direkt gren-
zend aan de basale zijde van de preameloblasten was op een aantal plaat-
sen een laag cellen te onderscheiden die overeenkomt met het stratum 
intermedium zoals die is beschreven voor de differentiatie in de in vivo 
situatie. De preodontoblasten waren hoogcylindrisch geworden. De kernen 
lagen over het algemeen basaal. Er kon echter nog geen afzetting van den-
tine matrix xjorden waargenomen. 
Ka een kweekperiode van 4 dagen bleek dat 6 van de 10 kweken een nog ver-
dergaande differentiatie vertoonden (fig. 3.15). 
De verst ontwikkelde preameloblasten waren door middel van een kitlijst 
met elkaar verbonden. Apicaal van deze kitlijst waren uitlopers van Tomes 
waar te nemen, zoals dit ook het geval was bij de kweken op de chorio-
allantois membraan na een kweekperiode van 10 dagen (fig. 3.16). 
Aan de mesenchymale zijde van de transfilterkweken van 4 dagen waren de 
cellen direkt tegen het filter aan nu over het algemeen hoogcylindrisch. 
In 4 van de 6 kweken die bij deze kweekperiode waren aangeslagen kon een 
afzetting van extracellulaire matrix door de odontoblasten worden waar-
genomen (fig. 3.17). In de andere 2 kweken hadden de mesenchymale cellen 
weliswaar dezelfde kenmerken, maar was nog geen extracellulaire matrix-
produktie waarneembaar. 
Bij de 3 kweken die na een kweekperiode van 5 dagen aangeslagen bleken 
te zijn, was geen verdere differentiatie waar te nemen. Er kon slechts 
een geringe mate van dentinevorming worden vastgesteld en glazuurvorming 
was in het geheel niet opgetreden. 
Een aantal van de mesenchymale- en epitheliale cellen vertoonden zelfs 
tekenen van dedifferentiatie. Deze cellen waren min of meer afgerond, de 
kernen lagen minder uitgesproken in het basale deel van de cel en de 
intercellulaire ruimten waren groter geworden. Na kweekperioden van 7, 
9 en 11 dagen bleek dat in geen van de gevallen de differentiatie verder 
was dan op 4 dagen. Veruit de meeste kweken vertoonden na die kweekperi-
ode tekenen van dedifferentiatie of zelfs van degeneratie en afsterven 
van de kweek. Na een kweekperiode van 11 dagen was niet meer vast te 
stellen of een kweek was aangeslagen en later weer was gedegenereerd of 
dat de kweek in het geheel geen differentiatie had getoond. 
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Fig. 3.15 Transfilterkweek na een kweekperiode van 
4 dagen. 
Differentiatie verder gevorderd dan fig. 3.14. 





Fig. 3.16 Epitheel in transfilterkweek na een kweekperiode 
van 4 dagen. 
Preameloblasten hoogcylindrisch met kitlijst 
en uitlopers van Tomes. 
HE, 650 χ 
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Fig. 3.17 Mesenchym in transfilterkweek na een kweekperiode 
van 4 dagen. 
Preodontoblasten ver gedifferentieerd, eerste 
matrixafzetting waarneembaar. 
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Fig. 3.18 Transfilterkweek na een kweekperiode van 4 dagen, 
3 . . 
gelabeld met Η-thymidine. 
Vrijwel geen labeling in epitheel, mesenchym aan­
zienlijke labeling. 
HE (Mayer), 425 χ 
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Om na te gaan of naast differentiatie van epitheel- en mesenchymcellen 
ook celdeling optrad in de transfilter kultures werd de inbouw van 
3 . . 
Η-thymidine na 1 en 4 dagen kweken nagegaan. 
3 
Per kweekperiode werd de inkorporatie van Η-thymidine bepaald. Hiertoe 
werd het weefsel op het eind van de kweekperiode gedurende I uur geinku-
3 beerd in een H-thymidine oplossing, waarna het weefsel gefixeerd en 
verwerkt werd tot autoradiogrammen. 
In het epitheel werden na 1, 2 of 4 dagen kweken steeds minder delingen 
aangetroffen dan in het mesenchyn (fig. 3.18). 
De mitosen in het epitheel waren vooral te zien in het oorspronkelijke 
apicale deel van de tandkiem, terwijl bij het mesenchym, afhankelijk van 
de kweekperiode, over een breder gebied inkorporatie te zien was. Op­
vallend was dat in het mesenchym na 1 dag kweken minder mitosen waar 
te nemen waren dan na 2 en 4 dagen, terwijl bij het epitheel na 1 dag 
kweken de meeste delingen optraden. 
Diskussie 
Transplantatie van tandkiemen van zowel molaren als van incisieven van 
20 dagen oude ratte-embryonen naar de chorio-allantois membraan leidt 
tot een normale verdere differentiatie van deze tandkiemen. Deze waar­
nemingen zijn in overeenstemming met de waarnemingen van Glasstone (1954). 
Op het moment van de explantatie was aan het incisale uiteinde van de 
incisieven reeds dentine afgezet. Bij de geëxplanteerde molaren was nog 
geen dentineafzetting waarneembaar. Hieruit blijkt dat de aanwezigheid 
van dentine op het moment van explantatie geen voorwaarde is voor een 
verdergaande differentiatie en glazuurafzettingen. 
Het dentine en het glazuur dat in de kweken op de chorio-allantois mem-
braan wordt afgezet heeft op histologisch niveau bestudeert een normaal 
beeld. Ook vindt gedurende de hele kweekperiode groei van de tandkiemen 
plaats in apicale richting. 
Op grond van deze gegevens kan gekonkludeerd worden dat lokale faktoren, 
zoals het omringende kaakbot en de weefselvloeistofdruk in het tandzakje, 
evenmin als systemische faktoren die specifiek zijn voor het embryo een 
invloed hebben op de differentiatie van de ameloblasten en de odonto-
blasten en de morfogenese van de tandkiemen, althans niet in de periode 
van de ontwikkeling die gelijk valt met de kweekperiode. Hierbij dienen 
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wel een aantal beperkingen te worden aangebracht. Op grond van de waar-
nemingen aan de kweken is niet vast te stellen in hoeverre de snelheid 
waarmee de differentiatie en de groei van de tandkiemen plaatsvindt 
overeenkomstig zijn met de snelheid waarmee deze processen in vivo op-
treden. 
Bovendien kan met de beperkte kweekperiode, die mogeliïk is bij kweken 
op de chorio-allantois membraan, niet worden vastgesteld of niet in een 
later stadium van de ontwikkeling afwijkingen in de vorm van het element, 
de differentiatie van de cellen of de struktuur van de afgezette harde 
tandweefsels zou gaan optreden. Aanwijzingen dat toch de lokale faktoren 
een invloed zouden hebben op de morfogenese van de gebitselementen komen 
naar voren uit de onderzoeken van Fisher (1957), waaruit is gebleken dat 
gedeelten van tandkiemen van gebitselementen uit de linker kaakhelft na 
transplantatie zich zowel tot linker- als rechter elementen kunnen ont-
wikkelen. Hoewel dus gedeelten van gebitselementen voldoende informatie 
bevatten om een linker- of een rechter element te worden, blijken de lo-
kale faktoren bepalend te zijn voor de richting waarin de balans zal 
doorslaan. 
Indien de in vitro gekweekte hele tandkiemen vergeleken worden met tand-
kiemen die op de chorio-allantois membraan gekweekt zijn, dan zijn een 
aantal duidelijke verschillen waarneembaar. 
Bij molaren is na 10 dagen het gebied van dentineafzetting toegenomen 
in vergelijking met 4 dagen kweken. De tijd dat een odontoblast dentine 
afzet lijkt echter beperkt door een dedifferentiatie van de odontoblast. 
Dit was na 10 dagen kweken waarneembaar doordat de oudere odontoblasten 
onder de knobbels aanzienlijk lager waren dan na 4 dagen kweken. 
Bij tandkiemen van incisieven was deze dedifferentiatie meer uitgespro-
ken, toch bleven de incisieven gedurende de gehele periode doorgroeien. 
Szabo (1954) vond eveneens degeneratie van het incisale gedeelte van 
tandkiemen van de muis, wanneer hij deze in kweek bracht, al beperkte 
de necrose in zijn kweken zich tot het glazuurorgaan. De veronderstel-
ling dat diffusie van nutriënten die beperkende faktor zou zijn die leidt 
tot dedifferentiatie (Hay, 1961) lijkt gerechtvaardigd, gelet op de re-
sultaten waarbij het incisale gedeelte van de kiem voor het kweken ver-
wijderd wordt. Hierdoor ontstaat een betere toegankelijkheid voor nu-
triënten van het apicale deel van het mesenchymale weefsel. Zelfs na een 
kweekperiode van 10 dagen kan dan ook nog geen dedifferentiatie van de 
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odontoblasten worden waargenomen en lijken deze cellen zich nog in een 
fase te bevinden waarin matrixproduktie plaatsvindt. 
Voor zowel molaren als incisieven geldt dat de morfologie van de tand-
kiem zelfs na een kweekperiode van 10 dagen normaal is. Lefkowitz et al. 
(1958) en Koch (1965) daarentegen vonden een sterke uitgroei van cellen 
die in tweede instantie gepaard gaat met een dedifferentiatie van de 
cellen en net het verlies van de karakteristieke morfologie van de tand-
kiem. Deze onderzoekers plaatsten de geëxplanteerden tandkiemen recht-
streeks op de "clot", terwijl in het hiervoor beschreven onderzoek de 
tandkiemen van de "clot" gescheiden waren door een Millipore filter. Dit 
lijkt een aanwijzing te zijn dat het uitzwermen van de cellen wordt tegen-
gegaan door het Millipore filter. Toch is de Millipore filter niet de 
belangrijkste stabiliserende faktor, gezien het feit dat bij de kweken 
van alleen mesenchym of epitheel op een Millipore filter wel uitzwerming 
en dedif f erentiatie van cellen was opgetreden na een kxjeekperiode van 
Д dagen. 
Het apicale deel ontwikkelt zich in vitro overeenkomstig het apicale deel 
van de kiemen die gekweekt worden op de chorio-allantois membraan. In 
kweken van epitheel en mesenchym gescheiden door een Millipore filter, 
treedt tussen 1 en 4 dagen kweken een differentiatie van ameloblasten en 
odontoblasten op die overeenkomt met de differentiatie zoals die is waar­
genomen bij kweken op de chorio-allantois membraan. Ook werd dentine-
afzetting waargenomen na een kweekperiode van A dagen. De dentine ver­
toonde, evenals het dentine dat was afgezet in kweken van hele tandkiemen 
in vitro, dikwijls een onregelmatige struktuur die niet overeenkomt met 
de struktuur van het dentine zoals die is waargenomen bij de chorio-
allantois membraan, maar die veel meer overeenkomsten vertoont met het 
osteodentine zoals dit in vivo ook in het uiterste incisale deel van een 
incisief is waar te nemen. Hieruit blijkt dat de differentiatie zoals 
die in transfilterkweken optreedt, overeenstemt met de differentiatie 
zoals die optreedt in kweken op de chorio-allantois membraan en in vivo 
met die restriktie dat dit steeds geldt tot aan het ontwikkelingsstadium 
waarop de dentinevorming begint. In hoeverre na deze periode interakties 
gaan optreden die afwijken van de in vivo situatie is niet duidelijk. 
Ook blijkt uit de transfilterkweken dat in deze differentiatiefasen tryp-
sinering van de basaalmembraan en oriëntatie van het mesenchymale weef-
sel van geen invloed zijn op de verdere differentiatie tot aan de den-
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tinevorming. 
Behalve differentiatie treden ook delingen op tijdens de transfilter-
kweken. De geringere delingsaktiviteit van het epitheel dan van het me-
senchym, kan het gevolg zijn van het feit dat op het moment van explan-
tatie de epitheelcel]en zich reeds in de overgang tussen delingsfase en 
differentiatie bevinden, terwijl het mesenchym zich nog volledig in de 
delingsfase bevindt. 
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Hiermee kan echter niet de geringere inbouw van Η-thymidine in het me­
senchym na 1 dag kweken verklaard worden, in vergelijking met 2 en 4 
dagen kweken. Een mogelijke verklaring voor de geringe delingsaktiviteit 
van het mesenchymale weefsel na een kweekperiode van 1 dag zou kunnen 
zijn dat niet alleen een adaptatie van de cellen aan de veranderde fy­
siologische omstandigheden zou plaatsvinden, maar dat bovendien een her­
oriëntatie van het mesenchymale weefsel plaatsvindt, die gepaard gaat 
met een verlaagde delingsaktiviteit. In tweede instantie zullen de cel-
len die tegen het filter aan liggen meer mïtosen gaan vertonen als voor-
bereiding voor hun differentiatie tot preodontoblast (Ruch et al. 1976). 
Bovendien zullen de cellen aan de buitenzijde van de kweek sterk gaan 
delen en fibroblastachtig worden. Wanneer de cellen in het centrum van 
de kweek preodontoblasten zijn geworden, zullen daar geen delingen meer 
optreden. Dit blijkt ook uit in vivo experimenten van Ness en Smale (1959). 
De cellen in de periferie vertonen echter gedurende langere perioden een 
aanzienlijke mitotische aktiviteit, hetgeen normaal is bij kweken van 
mesenchymaal weefsel. 
3.4 Samenvatting en konklusies 
In dit hoofdstuk is getracht op grond van histologische kriteria na te 
gaan in welke fase(n) van de ontwikkeling van de tandkiem transfilter 
kultures gebruikt kunnen worden om inzicht te krijgen in faktoren die 
invloed hebben op de normale differentiatie van de cellen die betrokken 
zijn bij de vorming van de tandkiem. 
Hiertoe zijn transfilter kultures vergeleken met kweken op de chorio-
allantois membraan en kweken van hele of halve kiemen in vitro. 
Op grond van de waarnemingen kunnen de volgende konklusies getrokken 
worden: 
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- Tandkiemen van molaren evenals van incisieven van 20 dagen oude 
ratte-embryonen ontwikkelen zich normaal gedurende een kweek-
periode van 10 dagen op de chorio-allantois membraan. 
- Op het moment van transplantatie behoeft de kiem nog geen dentine 
te hebben gevormd om verder te kunnen differentiëren. 
- De dedifferentiatie van odontoblasten in het incisale deel van de 
kiem in in vitro kweken is het gevolg van een te geringe aanvoer 
van nutriënten. 
- Het apicale deel van de tandkiem van gehele kiemen van incisieven 
ontwikkelt zich in vitro normaal. 
- Indien epitheel of mesenchym alleen gekweekt wordt, treedt geen 
differentiatie en organisatie van het weefsel op. 
- In transfilter kultures ontwikkelen de ameloblasten en odontoblasten 
zich normaal gedurende een kweekperiode van 4 dagen. 
Een langere kweekperiode leidt tot dedifferentiatie. 




HISTOCHEMISCH EN ELEKTRONENMIKROSKOPISCH ONDERZOEK VAN TRANSFILTER 
KULTURES 
4.] Inleiding 
Zoals in het vorige hoofdstuk reeds is gesteld biedt de techniek van de 
transfilter kultures van epïtheel en mesenchym een goede mogelijkheid 
om de faktoren die betrokken zijn bij de wederzijdse interakties tussen 
epitheel en mesenchym te bestuderen. 
Met transfilter kultures is vooral getracht de verschillende induktoren 
te identificeren en de wijze van transport van de induktoren te karak-
teriseren. Daarnaast blijft nog de vraag open welke funktie de basaal-
membraan heeft bij de differentiatie van de tandkiem. Ten gevolge van 
de trypsinering is de basaalmembraan geheel of gedeeltelijk verdwenen 
op het moment dat de transfilterkx^eek ingezet wordt. Slavkin (1972) pos-
tuleert dat het Millipore filter als geheel als basaalmembraan zou gaan 
fungeren. Deze hypothese lijkt echter aanvechtbaar omdat uit transfilter-
experimenten met speekselklier waarbij de basaalmembraan met collagenase 
gedeeltelijk afgebroken werd, blijkt dat dedifferentiatie optreedt 
(Grobstein en Cohen, 1965). Ook de glucosaminoglycanen in de basaalmem-
braan lijken een funktie te hebben bij de instandhouding van de struktuur 
(Bernfield et al. 1972). De verklaring van het feit dat in transfilter 
kultures geen dedifferentiatie optreedt is nog niet geleverd; dat een 
synthetisch filter deze stabiliserende invloed kan uitoefenen, is echter 
twijfelachtig. Bovendien blijkt de aanwezigheid of het verdwijnen van 
de basaalmembraan in een latere fase van de differentiatie sterk gerela-
teerd te zijn aan het aanwezig zijn en ontstaan van andere strukturen 
(Kallenbach, 1971). In hoofdstuk 1.3 is hier reeds uitgebreid op ingegaan. 
De wijze waarop het transport van de induktoren tussen epitheel en mesen-
chym plaatsvindt is evenmin bekend. Uit elektronenmikroskopische onder-
zoeken van transfilter kultures van huid en schildklier komt naar voren 
dat in het middelste gedeelte van het filter geen celuitlopers waar te 
nemen zijn, terwijl toch een normale differentiatie optreedt (Hilfer, 
1968; Wessels, 1962). 
Dit wijst erop dat bij deze interakties cel-cel kontakt niet noodzakelijk 
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is. Daarentegen staat de waarneming van Lehtonen et al. (1975) die wel 
cel-cel kontakt waarnamen in transfilterkweken van niermesenchym en 
ectoderm van de neurale buis. Of de noodzaak voor cel-cel kontakt inter-
aktie specifiek is en zo ja of deze ook bij de ontwikkeling van tand-
kiemen noodzakelijk is, is niet bekend. Slavkin et al. (1972a) geloven 
niet in de noodzaak van cel-cel kontakt in alle stadia van de ontwikke-
ling van de tandkiemen. Uit bun onderzoek menen zij te moeten afleiden 
dat een carrier funktie zou worden uitgeoefend door bepaalde vesicles. 
Deze vesicles zouden funktie hebben bij het transport van de induktoren 
van preodontoblast naar preameloblast. Larsson (1973) bestrijdt de door 
Slavkin et al. (1972a) gesuggereerde boodschappersfunktie van deze ve-
sicles, omdat hij de in het predentine voorkomende vesicles nooit in 
kontakt of in de nabijheid van de uitlopers van de preameloblas ten heeft 
waargenomen. 
In het in dit hoofdstuk beschreven onderzoek zal met behulp van histo-
chemisch en elektronenmikroskopisch onderzoek getracht worden inzicht 
te krijgen in de volgende vragen: 
- Treedt tijdens de transfilterkweek regeneratie van de basaalmem-
braan op en zo ja aan welke zijde van het filter? 
- Indien regeneratie van de basaalmembraan optreedt, is deze dan 
gerelateerd aan een bepaald stadium van ontwikkeling van de cellen? 
- Is cel-cel kontakt tussen epitheel en mesenchym noodzakelijk voor 
de cytodifferentiatie van de cellen betrokken bij de vorming van 
het gebitselement? 
- Worden in transfilter kultures door preameloblasten en preodonto-




Na een kweekperiode van 2, 3 of 4 dagen werd de kweek beëindigd en werd 
het weefsel verwerkt voor histologisch onderzoek. Naast een H.E. kleuring 
die routinematig werd uitgevoerd, werden de volgende kleuringen toege-
past: collageenkleuring volgens Mallory, collageenkleuring volgens van 
Gieson, de Azankleuring en de kleuringen op mucopolysacchariden met 
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Alcianblue en Astrablauw. 
Met geen van de kleuringen kon na een kweekperiode van 2 dagen materiaal 
aangetoond worden in de filter. Wel gaf eosine een gelijkmatige licht-
roze kleuring van het filter te zien. 
Na een kweekperiode van 3 dagen was aan de zijde van de preameloblasten 
een scherp begrensde band met een verhoogde intensiteit van de eosine-
kleuring waar te nemen. Aan de preodontoblastenkant van de filter werd 
ook eosinofiel materiaal aangetroffen. Dit materiaal was echter niet 
egaal verspreid en was minder scherp begrensd. 
Na een kweekperiode van A dagen was de eosinofiele band aan de zijde van 
de preameloblasten breder en intensiever gekleurd. De zone strekt zich 
uit tot ongeveer 1/6 van de filterdikte. 
De kleuring van het filter aan de zijde van de preodontoblasten was na 
een kweekperiode van 4 dagen nauwelijks in intensiteit toegenomen. De 
kleuringszone was nog steeds niet homogeen en zonder scherpe begrenzingen. 
De breedte van deze zone was ongeveer 1/3 van de filterdikte. 
Indien 1 pm dikke koupes werden vervaardigd van in Epon ingebedde kweken 
van 4 dagen, bleek dat de band aan de epitheliale zijde, die in de 7 ym 
dikke koupes homogeen leek, niet egaal was, evenals de band aan de me-
senchymale zijde van de filter. Met de collageenkleuringen waren in alle 
gevallen in kweken van 3 en 4 dagen dezelfde banden aan de epitheliale 
en mesenchymale zijde van de filter waar te nemen als bij de H.E. ge-
kleurde koupes. Er kon echter niet met zekerheid worden vastgesteld dat 
het materiaal in het filter collageen was, gezien het feit dat met Mallory-
kleuring de bandjes wijnrood waren, terwijl collageen blauw zou moeten 
zijn (fig. 4.1). Bij de van Giesonkleuring kleurden zowel de bandjes als 
het collageen roze rood (fig. 4.2) terwijl ook met de Azankleuring de 
kleur van de bandjes overeenkwam met de kleuring van het collageen. 
Op grond van de Mallorykleuring zou de indruk kunnen ontstaan dat het 
materiaal in de filter fibrine is, aangezien ook dit rood kleurt. Indien 
echter de filter naast de kweek wordt bestudeerd waar zeker fibrine aan-
wezig is, bleek dat de kleuring van het fibrine duidelijk afweek van de 
kleuring in het filter (fig. 4.3). 
In een aantal gevallen kon fibrine worden waargenomen tussen de cellen 
van de kweek en het filter. Op die plaatsen was echter nooit differen-
tiatie van de cellen opgetreden en werd geen bandje in het filter waar-
genomen. 
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Fig. 4.1 Transfilterkweek na een kweekperiode van 
4 dagen. Kleuring in het filter. 
Mallory, 425 χ 
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Fig. 4.2 Transfilterkweek na een kweekperiode van 
4 dagen. Kleuring in het filter. 
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g. 4.3 Transfilterkweek na een kweekperiode van 
4 dagen. Tussen filter en epitheel is in 
een bepaald gebied fibrine aanwezig (f). 
Tegenover dit gebied geen differentiatie 
van preodontoblasten. 
Mallory, 425 χ 
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kweekperiode van 4 dagen. 
Kleuring in het filter.
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Ook in koupes die op glycosaminoglycanen werden gekleurd met Astrablauw 
of Alcianblue werden zowel aan de epitheliale- als aan de mesenchymale 
zijde van het filter bandjes waargenomen met dezelfde dimensies als in 
de andere kleuringen (fig. 4.4). 
Bij alle toegepaste kleurmethoden werden sterke kleurovereenkomsten waar-
genomen tussen het materiaal in het filter en het cytoplasma van de 
cellen. 
Elektronenmikroskogisch_onderzoek 
Voor het elektronenmikroskopisch onderzoek werden de kweken na een kweek-
periode van 2 of 4 dagen gefixeerd en verder verwerkt. Zowel na een 
kweekperiode van 2 als van 4 dagen vertoonden de transfilterkweken niet 
overal een gelijk beeld. De mesenchymcellen aan de randen van de kweek 
waren meestal fibroblastachtig, de epitheelcellen waren aan de randen 
van de kweek meestal kubisch of laagcylindrisch. Meer in het centrum van 
de kweek was na 2 dagen reeds een duidelijke differentiatie waarneembaar 
aan zowel de epitheliale- als aan de mesenchymale zijde van het filter. 
Na een kweekperiode van 4 dagen was de differentiatie in het centrale 
deel van de kweek verder voortgeschreden. 
Het elektronenmikroskopisch beeld van de diverse differentiatiestadia 
van zowel de preameloblasten als de preodontoblasten was in overeen-
stemming met het in vivo beeld zoals dat is beschreven in hoofdstuk 1.3. 
Dit is in overeenstemming met de interpretatie van de gegevens zoals die 
zijn weergegeven in hoofdstuk 3 met betrekking tot de differentiatie van 
de preodontoblasten en de preameloblasten op lichtmikroskopisch niveau. 
In kweken van 2 dagen was op de scheiding van filter en preameloblasten 
een struktuur waar te nemen die overeenkwam met de struktuur die door 
Slavkin et al. (1975); Frank en Nalbandian (1967) en Rhodin (1974) wordt 
beschreven als de basaalmembraan (fig. 4.5). Op enkele plaatsen was naast 
de basaalmembraan nog een brede fibrillaire band waarneembaar waarin de 
fibrillen evenwijdig aan het celoppervlak verliepen tussen de preamelo-
blast en het filter (fig. 4.6). Na een kweekperiode van 4 dagen was de 
basaalmembraan nog slechts voornamelijk waarneembaar op plaatsen waar 
ook de brede fibrillaire laag te zien was (fig. 4.7). 
De cellen die aan de brede fibrillaire struktuur grensden vertoonden 
over het algemeen geen duidelijke tekenen van differentiatie. De kernen 
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Fig. 4.5 Preameloblast na transfilterkweek van 2 dagen. 
Basaalmembraan aanwezig (/). 
Uranylacetaat-loodcitraat, 38.000 χ 
Fig. 4.6 Preameloblast na transfilterkweek van 2 dagen. 
Behalve basaalmembraan (/) ook brede fibrillaire 
band aanwezig (*). 
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Fig. 4.7 Preameloblast na transfilterkweek van 4 dagen. 
Basaalmembraan (/) slechts aanwezig indien 
ook brede fibrillaire band (•}*·) waarneembaar is. 







Fig. 4.8 Preameloblast na transfilterkweek van 4 dagen. 
Geen basaalmembraan meer. Uitlopers van pre­
ameloblast en vesicles in het filter. 
Uranylacetaat-loodcitraat, 16.000 χ 
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Fig. 4.9 Preodontoblast na trans-
filterkweek van 4 dagen. 




Fig. 4.10 Preameloblast na transfilterkweek van 4 dagen. 
Type 1 vesicles extracellulair gerangschikt in 
rij. 




Fig. 4.11 Preameloblast na transfilterkweek van 4 dagen. 
Type 1 vesicles in cytoplasma. 




Fig. 4.12 Preameloblast na transfilterkweek van 4 dagen. 
Type 1 vesicles in celuitlopers. 
Uranylacetaat-loodcitraat, 40.000 χ 
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Fig. 4.13 Preodontoblast na transfilterkweek van 4 dagen. 
Type 1 vesicles in cytoplasma. 
Uranylacetaat-loodcitraat, 38.000 χ 
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Fig. Α.14 Preodontoblast na transfilterkweek van 4 dagen. 
Type ] vesicles in celuitlopers en extra-
cellulair in het filter. 
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Fig. 4.15 Preodontoblast na transfilterkweek van 4 dagen. 
Multi-vesicular body en type 1 vesicle in 
celuitloper. 
Uranylacetaat-loodcitraat, 45.000 χ 
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van deze cellen lagen nog niet basaal, er waren nog veel vrije ribosomen 
en vrije polysemen in het cytoplasme aanwezig. Ook kwamen nog mitochon-
driën aan de apicale zijde van de kern voor. 
Op die plaatsen waar na 4 dagen kweken de brede fibrillaire band evenmin 
als de basaalmembraan aanwezig was, werden celuitlopers van de preamelo-
blasten in het filter waargenomen. De preameloblasten waren op deze plaat-
sen verder gedifferentieerd dan op de plaatsen waar de basaalmembraan en 
de brede fibrillaire band nog aanwezig waren. Er kwamen echter in een 
aantal gevallen nog mitochondriën en vrije polysemen in het apicale cyto-
plasma van de preameloblasten voor. Er waren wel desmosomen waarneembaar 
tussen naburige cellen, maar basaal hiervan kwamen soms nog intercellu-
laire ruimten voor (fig. Α.8). 
Aan de odontoblastenzijde van het filter kon in geen van de kweken van 
2 of A dagen een struktuur worden waargenomen die overeenkwam met de 
basaalmembraan of de brede fibrillaire band, zoals die aan de ameloblasten-
zijde soms aanwezig was. Na een kweekperiode van 4 dagen waren ook uit­
lopers van de preodontoblasten in het filter waarneembaar (fig. 4.9). 
Evenals bij de preameloblasten kwamen bii de oreodontoblasten deze uit­
lopers voor bij cellen in verschillende differentiatiestadia. In de ge­
bieden waar celuitlopers in het filter aanwezig waren, werden ook ve­
sicles in het filter waargenomen (fig. 4.8 en 4.9). 
De vesicles aan de zijde van de preameloblasten waren over het algemeen 
volledig gevuld met fijn granulair materiaal. De dichtheid van dit ma­
teriaal was niet in alle vesicles gelijk. In een aantal gevallen waren 
de vesicles in rijen gegroepeerd (fig. 4.10). Dit type vesicle werd het 
type 1 vesicle genoemd. Behalve in het filter werden deze vesicles ook 
aangetroffen in het cytoplasma van de preameloblasten. Ze waren daar om­
geven door een membraan en de inhoud was overeenkomstig die van de type 1 
vesicles die in het filter gevonden werden (fig. 4.11). Ook in de cyto-
plasmatische uitlopers in het filter waren type 1 vesicles aanwezig 
(fig. Α.12). Ook bij de preodontoblasten komen deze vesicles zowel in 
het cytoplasma, als in de celuitlopers, als extracellulair in het filter 
voor (fig. Α.13 en Α.IA). 
Aan de zijde van de preodontoblasten waren behalve het type 1 vesicle 
nog zogenaamde multivesicular bodies (m.v.b.) aanwezig. De m.v.b.'s 
kwamen voornamelijk voor in het cytoplasma van de preodontoblasten en 
de celuitlopers (fig. Α.15). 
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Aan de zijde van de preameloblasten waren de celuitlopers en de vesicles 
waar te nemen tot op een diepte van 4 tot 5 um in het filter (fig. 4.16). 
Aan de zijde van de preodontoblasten waren tot een diepte van ongeveer 
10 ym vesicles en celuitlopers aanwezig. De hoeveelheid vesicles en cel-
uitlopers was aan deze zijde echter geringer dan aan de zijde van de 
preameloblasten. In geen van de kweken kon worden vastgesteld dat in het 
midden van de filter celuitlopers of vesicles aanwezig waren (fig. 4.17). 
Dit betekent dat het niet waarschijnlijk is dat cel-cel kontakt bestaat 
of dat vesicles door het filter heen worden getransporteerd van het ene 
celtype naar het andere. 
Met behulp van de kontrasteringsmethode volgens Komnick (1969) werd ge-
tracht calcium aan te tonen in de vesicles. Dit bleek echter niet moge-
lijk. Hiernaast heeft men getracht op elektronenmikroskopisch niveau na 
te gaan welke strukturen verantwoordelijk gesteld kunnen worden voor de 
positieve kleuring op glycosaminoglycanen zoals die bij de histochemische 
onderzoekingen op lichtmikroskopisch niveau was aangetoond in het filter. 
Met behulp van de kontrasteringsmethode volgens Thiéry kon worden vast-
gesteld dat aan beide zijden van het filter de type 1 vesicle en de 
m.v.b.'s affiniteit vertoonden voor het Ag-proteïnaat (fig. 4.18). 
In kontrôlekoupes kon deze affiniteit niet worden aangetoond (fig. 4.19). 
Dit is een aanwijzing dat zowel de vesicles als de m.v.b.'s glycosamino-
glycanen bevatten. 
4.3 Diskussie 
Uit het histochemisch onderzoek blijkt dat na een kweekperiode van 2 da-
gen nog geen materiaal in het filter is afgezet. Na kweekperioden van 
3 en 4 dagen wordt in toenemende mate zowel aan de zijde van de preamelo-
blasten als aan de zijde van de preodontoblasten materiaal in het filter 
aangetroffen. 
Op grond van de gebruikte kleuringen is de aard van het materiaal niet 
met zekerheid vast te stellen. Zowel een aantal kleuringen op collageen 
als de uitgevoerde kleuringen op glycosaminoglycanen geven een positief 
resultaat. Voor alle kleuringen geldt, dat afgezien van de intensiteit 
van de kleuring, het materiaal in de filter aan beide zijden identieke 
eigenschappen bezit, die overeenkomen met de kleureigenschappen van het 
cytoplasma van de preameloblasten en de preodontoblasten. Dit zou erop 
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Fig. 4.16 Preodontoblast na transfilterkweek van 4 dagen. 
Celuitlopers en vesicles waarneembaar tot een 
diepte van ongeveer 5 ym. 
Uranylacetaat-loodcitraat, 8.000 χ 
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Fig. 4.17 Preameloblasten (boven), preodontoblasten (onder) 
en filter na transfilterkweek van 4 dagen. 
Aan epitheliale zijde celuitlopers en vesicles 
tot ongeveer 5 ym (/) aan mesenchymale zijde 
tot ongeveer 10 um (//). 
Uranylacetaat-loodcitraat, 1.800 χ 
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Fig. Α.18 Preodontoblast na transíilterkweek van 4 dagen. 
In vesicles mucopolysacchariden aanwezig. 
Ag-proteinaat vlg. Thiéry, 12.000 χ 
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Fig. 4.19 Preodontoblast na transfilterkweek van 4 dagen. 
Kontrole preparaat voor fig. 4.18. 
Ag-proteinaat vlg. Thiéry, 13.000 χ 
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kunnen wijzen dat het materiaal in het filter voornamelijk bestaat uit 
celuitlopers. 
In een aantal gevallen wordt in de kweken die lichtmikroskopisch worden 
bestudeerd, fibrine aangetroffen tegen het filter aan. Meestal bevindt 
het fibrine zich naast de kweek, maar in enkele gevallen kan het ook 
worden waargenomen tussen de cellen en het filter in. In het bijzonder 
met de Mallorykleuring is het fibrine duidelijk te onderscheiden. Tn 
die gebieden waarin het fibrine zich tussen de cellen en het filter in 
bevindt, blijkt dat geen verdere differentiatie heeft plaats gevonden van 
de preameloblasten of de preodontoblasten. 
De brede fibrillaire band die in de elektronenmikroskopische onderzoeken 
in een aantal gevallen is waargenomen tussen de cellen en het filter is 
naar alle waarschijnlijkheid identiek aan het fibrine. Niet alleen is 
bekend dat fibrine inderdaad elektronenmikroskopisch een fijne fibrillaire 
struktuur bezit, maar bovendien wordt een dergelijke fibrillaire band 
ook naast de kweken op het filter waargenomen. Ook uit het elektronen-
mikroskopisch onderzoek blijkt dat indien de fibrinelaag aanwezig is 
tussen cellen en filter er geen verdere differentiatie van de preamelo-
blasten en de preodontoblasten optreedt. 
In gebieden waar geen fibrine aanwezig is, blijkt de differentiatie van 
de preameloblasten en de preodontoblasten analoog te verlopen met dit 
proces zoals dat voor de in vivo situatie is beschreven door Kallenbach 
(1971). De differentiatiestadia die Kallenbach onderscheidt zijn ook in 
de transfilterkweken terug te vinden. Uit het elektronenmikroskopisch 
onderzoek blijkt verder dat reeds na een kweekperiode van 2 dagen rege-
neratie van de basaalmembraan is opgetreden aan de epitheliale zijde van 
het filter. De regeneratie van de basaalmembraan vindt ook plaats in ge-
bieden waar fibrine aanwezig is. Gezien het feit dat de aanwezigheid van 
fibrine voldoende is om de verdere differentiatie van de preameloblasten 
tegen te gaan, kan worden verondersteld dat er op die plaatsen geen in-
vloed van het mesenchymale weefsel op het epitheel kan worden uitgeoefend. 
Dit betekent dus dat de regeneratie van de basaalmembraan plaatsvindt on-
afhankelijk van het mesenchym. 
Immunologisch onderzoek van Pierce en Nakane (1967) heeft aangetoond dat 
de basaalmembraan waarschijnlijk van epitheliale oorsprong is. Taylor 
(1970) heeft bij in vitro experimenten met odontoblasten nooit kunnen 
aantonen dat odontoblasten in staat zouden zijn een basaalmembraan te 
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vormen. 
Ook Slavkin et al. (1975) hebben aanwijzingen gevonden dat althans het 
collageen van het type 1 en 4 dat in de basaalmembraan voorkomt van epi-
theliale oorsprong is. Weliswaar vonden deze onderzoekers dat ook de 
odontoblasten type 1 collageen konden synthetiseren, maar zij komen tot 
de konklusie dat dit collageen beschouwd moet worden als dentinecolla-
geen, dat niet in de basaalmembraan wordt ingebouwd. 
Uit de waarnemingen in de transfilterkweken worden ook duidelijke aan-
wijzingen gevonden dat de geregenereerde basaalmembraan van epitheliale 
oorsprong is. Immers de basaalmembraan wordt steeds aan de epitheliale 
zijde van het filter gevonden en ook in die gebieden waar fibrine aan-
wezig is, wordt tussen het fibrine en de preameloblasten een basaalmem-
braan waargenomen. 
Uit het onderzoek van Kallenbach (1971) blijkt dat de basaalmembraan 
kort voor het moment dat door de odontoblasten het eerste dentine wordt 
afgezet, verdwijnt. Ditzelfde fenomeen wordt in de transfilterkweken 
waargenomen, want ook in de transfilterkweken verdwijnt de basaalmembraan 
bij de differentiërende preameloblasten. 
In gebieden waar fibrine tussen het filter en de basaalmembraan aanwezig 
is blijft deze echter bestaan. Gezien het feit dat het fibrine de in-
vloed van de preodontoblasten op de epitheliale zijde van het filter 
tegen gaat, kan hieruit gekonkludeerd worden dat de afbraak van de ba-
saalmembraan plaatsvindt onder invloed van het mesenchymale weefsel. 
Weliswaar is gebleken uit onderzoek van Reith (1960, 1967); Katchburian 
en Holt (1969, 1970) en Kallenbach (1971) dat de basaalmembraan wordt 
afgebroken door de preameloblasten, maar uit de resultaten van het elek-
tronenmikroskopisch onderzoek aan de transfilterkweken moet de konklusie 
worden getrokken dat de preameloblasten door de preodontoblasten tot deze 
afbraak moeten worden geïnduceerd. 
Op plaatsen waar geen fibrine tussen het filter en de cellen aanwezig is 
zijn na een kweekperiode van 4 dagen zowel aan de zijde van de preamelo-
blasten als aan de zijde van de preodontoblasten talrijke celuitlopers 
in het filter waar te nemen. 
Aan de zijde van de preodontoblasten zijn bovendien type 1 vesicles en 
m.v.b.'s in het filter aanwezig. Ook aan de zijde van de preameloblasten 
komen veel type 1 vesicles voor, maar het aantal m.v.b.'s is aanzienlijk 
minder. 
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Uit de elektroneninikroskopische waarnemingen blijkt dat het middendeel 
van het filter geen celuitlopers of vesicles bevat. De breedte van deze 
zone is minimaal ongeveer de helft van de filterdikte en het is daarom 
niet waarschijnlijk dat er in het filter cel-cel kontakt aanwezig is. 
Het cel-cel kontakt dat door Slavkin en Bringas (1976) in vivo is waar-
genomen bij hetzelfde differentiatiestadium dat bij de transfilterkweken 
werd geëxplanteerd, lijkt dus niet noodzakelijk te zijn voor de verdere 
differentiatie van de tandkiem. Ook in de latere fasen van het differen-
tiatieproces tot aan de dentinevorming blijken cel-cel kontakten niet 
noodzakelijk. Ook de vesicles en de m.v.b.'s zijn niet in het midden van 
het filter waargenomen. Hierdoor is het niet waarschijnlijk dat intakte 
vesicles of m.v.b.'s een funktie hebben bij het induktieproces. Uit het 
onderzoek komt naar voren dat zowel preameloblasten als preodontoblasten 
vesicles van het type 1 produceren. Deze vesicles bezitten dezelfde mor-
fologische kenmerken als de vesicles die in 1970 door Bonucci zijn be-
schreven. Ook in zijn vesicles kon hij glucosaminoglycanen aantonen. 
Bonucci veronderstelde dat deze vesicles een funktie hebben bij de ini-
tiatie van de mineralisatie. Deze veronderstelling wordt ondersteund 
door de aanwezigheid van kristallen in matrix-vesicles die zich in het 
predentine bevinden (Eisenmann en Glick, 1972; Larsson, 1973 en Katch-
burian, 1973). In de transfilterkweken konden deze veronderstellingen 
niet worden bevestigd. In geen van de kweken kon calcium in deze vesicles 
aangetoond worden. Een mogelijkheid is dat de differentiatie nog niet 
zover is gevorderd dat initiatie van de mineralisatie zou moeten plaats-
vinden. Kallenbach (1971) is van mening dat de vesicles geen funktie bij 
de mineralisatie vervullen aangezien hij ze ook waarneemt bij preamelo-
blasten die zich nog in de proliferatiefase bevinden wanneer er nog geen 
sprake is van mineralisatie. 
Op grond van deze gegevens kan níet worden vastgesteld of de vesicles 
in een later stadium van de differentiatie inderdaad een initiërende rol 
spelen bij de mineralisatie. Ook kan geen uitspraak worden gedaan omtrent 
de rol die ze eventueel in vroegere differentiatiestadia zouden kunnen 
spelen. 
Gelet op het feit dat met behulp van de kontras teringsmethode volgens 
Thiéry mucopolysacchariden in de vesicles aangetoond kan worden, bestaat 
de mogelijkheid dat ze een funktie hebben bij transport van de glyco-
saminoglycanen naar de extracellulaire ruimte. Het is met de gebruikte 
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methoden niet mogelijk gebleken transport van deze mucopolysacchariden 
door het filter heen aan te tonen. Op grond van de resultaten van het 
histochemisch onderzoek is het waarschijnlijk dat de celuitlopers en de 
vesicles behalve mucopolysacchariden ook collageen zouden bevatten. Dit 
kon echter elektronenmikroskopisch niet worden aangetoond, met dien ver-
stande dat de 640 A dwarsstreping van de collageen-fibrillen nergens 
werd waargenomen. Hier tegenover staat dat op grond van de kontrastering 
van de inhoud van de vesicles van het type 1 met OsO, wel kan worden 
vastgesteld dat er behalve de glycosaminoglycanen die in deze vesicles 
zijn aangetoond, ook een eiwitkomponent aanwezig is. Op grond van het 
histochemisch onderzoek lijken er aanwijzingen te bestaan dat dit eiwit 
verwand zou kunnen zijn aan collageen. 
Een aantal van de vesicles zou volgens Slavkin (1974) een rol spelen bij 
het transport van induktoren tussen de verschillende celtypen. In de 
transfilterkweken kon echter transport van intakte m.v.b.'s of vesicles 
door het filter heen niet worden aangetoond. 
Wel kon in een aantal vesicles RNA aangetoond worden waarvan wordt ver-
ondersteld dat het een inducerende werking kan uitoefenen op het hetero-
loge weefsel. 
Croissant (1971) en Valster (1976) zijn van mening dat het RNA dat deze 
inducerende funktie zou hebben door de membraan van het vesicle beschermd 
wordt tegen eventuele enzymatische afbraak in de extracellulaire ruimte. 
Op grond van de resultaten van de transfilterkweken lijkt het echter niet 
waarschijnlijk dat het gehele transport van RNA plaatsvindt binnen een 
door de membranen omgeven struktuur. 
Samenvatting en konklusies 
Met behulp van histochemische en elektronenmikroskopische technieken is 
getracht meer inzicht te krijgen in de mogelijke regeneratie van de 
basaalmembraan, de noodzakelijkheid van cel-cel kontakt voor de verdere 
ontwikkeling van de tandkiem en het mogelijke transport van inducerende 
stoffen tussen de verschillende celtypen door middel van vesicles. 
Op grond van de resultaten kunnen de volgende konklusies getrokken worden: 
- Indien de cellen van het filter worden gescheiden door een laag 
fibrine, treedt in deze cellen geen verdergaande differentiatie 
op. 
- Indien geen fibrine aanwezig is vindt zowel in de preameloblasten 
als in de preodontoblasten een normale differentiatie plaats in 
de bestudeerde periode. 
- Na een kweekperiode van 2 dagen ís aan de epitheliale zijde van 
het filter een basaalmembraan gevormd. In gebieden waar fibrine 
aanwezig is, bevindt deze basaalmembraan zich tussen de cellen en 
de fibrinelaag. 
- De basaalmembraan wordt door de epitheliale cellen gevormd. 
- De regeneratie van de basaalmembraan geschiedt onafhankelijk var 
de mesenchymale cellen. 
- Door de aanwezigheid van fibrine tussen de basaalmembraan en het 
filter wordt de afbraak van de basaalmembraan die normaal wel op-
treedt, geremd. 
- De afbraak van de basaalmembraan staat direkt of indirekt onder 
invloed van de mesenchymale cellen. 
- Indien geen fibrine aanwezig is, bevinden zich na een kweekperiode 
van 4 dagen aan beide zijden van het filter celuitlopers, vesicles 
en multivesicular bodies in het filter. 
- In de bestudeerde periode komt geen cel-cel kontakt in het filter 
tot stand. 
- In de bestudeerde periode vindt geen transport van intakte vesicles 
of multivesicular bodies door het filter heen plaats. 
- In geen van de strukturen in het filter kan calcium worden aan-
getoond. 




AUTORADIOGRAFISCH ONDERZOEK NAAR HET TRANSPORT VAN EXTRACELLULAIRE 
EIWITCOMPLEXEN TUSSEN EPITHEEL EN MESENCHYM 
5.1 Inleiding 
Uit de experimenten met transfilterkweken is gebleken dat de differen-
tiatie van het epitheel en het mesenchym tot ameloblasten en odontoblas-
ten niet afhankelijk is van cel-cel kontakten of van transport van ve-
sicles door het filter heen. De interakties tussen de verschillende cel-
typen zullen dus plaats moeten vinden door middel van het transport van 
vrij voorkomende stoffen door het filter heen. Deze stoffen worden door 
een van de twee celtypen gesynthetiseerd en in de extracellulaire ruimte 
gebracht, waarna transport naar het heterologe weefsel door het filter 
heen plaatsvindt. Deze stoffen zullen zich derhalve in de extracellu-
laire matrix bevinden. 
Uit experimenten van Slavkin et al. (1969b) is gebleken dat wanneer pre-
ameloblasten of preodontoblasten worden geplaatst tegen extracellulaire 
matrix, waartegen zich differentiërende cellen hebben bevonden, deze 
cellen zich ook gaan differentiëren, terwijl het heterologe weefsel niet 
aanwezig is. Hieruit blijkt dat de extracellulaire matrix die informatie 
bevat die noodzakelijk is om verdergaande differentiatie van de cellen 
te bewerkstelligen. 
De struktuur en samenstelling van de extracellulaire matrix is complex. 
Er komen o.a. collageen, glycosaminoglycanen, glycoproteinen, lipopro-
teinen, nucleinezuren en liporibonucleoproteine complexen in voor 
(Slavkin, 1974). 
Het wordt niet aannemelijk geacht dat slechts één chemische komponent 
van deze extracellulaire matrix verantwoordelijk zou zijn voor alle in-
duktieprocessen. Veeleer lijkt het een samenspel te zijn van verschil-
lende komponenten, die gelijktijdig of in opeenvolging hun invloed uit-
oefenen. Dat dit inderdaad zo is, is af te leiden uit diverse onder-
zoeken. Gerber et al. (1971) toonden aan dat na inwerking van collagenase 
op de extracellulaire matrix de differentiatie werd geremd. Bernfield 
et al. (1972) vonden vergelijkbare resultaten na inwerking van hyaluro-
nidase, waardoor glycosaminoglycanen in de extracellulaire matrix worden 
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afgebroken. Ook denaturatie van RNA in de extracellulaire matrix leidt 
tot dedifferentiatie (Slavkin, 197A). 
De betekenis van collageen voor de cytodifferentiatie is ook gebleken 
uit experimenten waarbij de struktuur of bouw van collageen tijdens de 
synthese beïnvloed werd. Zo bleek dat in weefselkweek toevoeging van 
ß-aminopropionitril, een stof die de crosslinking van collageen remt, 
leidde tot ernstige remming van de differentiatie (Kollar, 1972). Ook 
deficiëntie van ascorbinezuur, een stof die de hydroxylatie van proline 
stimuleert, had een remmend effekt op de differentiatie (Levenson, 1976). 
Toevoeging van de proline analoog L-azetine-2-carboxylzuur aan het medium 
had eenzelfde effekt (Ruch et al. 1974). Het effekt van de proline ana-
loog kon echter weer geneutraliseerd worden door procollageen toe te 
voegen aan de kweek (Galbraith en Kollar, 1976). 
Deze experimenten wijzen erop dat het collageen, wil het zijn inducerende 
werking kunnen uitoefenen, in een bepaalde konfiguratie in de extra-
cellulaire matrix aanwezig moet zijn. Indien dit het geval is zijn er 
twee mogelijkheden. 
In de eerste plaats bestaat de mogelijkheid dat procollageen wordt ge-
synthetiseerd door bijvoorbeeld het epitheel en dat dit procollageen 
onder invloed van matrix-komponenten afkomstig uit het mesenchym zodanig 
wordt getransformeerd dat het zijn inducerende werking op het epitheel 
kan uitoefenen. In de tweede plaats bestaat de mogelijkheid dat het 
collageen dat een inducerende werking heeft op het epitheel afkomstig 
is van het mesenchym. 
Het doel van het in dit hoofdstuk beschreven onderzoek is inzicht te 
krijgen in de mogelijke funktie van collageen tijdens de differentiatie 
van tandkiemen in transfilterkweken. 
Aan het onderzoek hebben de volgende vragen ten grondslag gelegen: 
- Vindt er in transfilterkweken een produktie plaats van eiwit be-
vattende extracellulaire matrix? 
- Indien transport door het filter plaatsvindt, is dit transport dan 
in alle gebieden van de kweek gelijk? 
- Remt de aanwezigheid van fibrine in bepaalde delen van de kweek 
het transport van de eiwit-komponenten? 
- Zijn de eiwitten die door het filter heen worden getransporteerd 
gevoelig voor de inwerking van collagenase? 
- Vertoont het transport van eiwit-komponenten van het mesenchym 
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naar het epitheel dezelfde karakteristieken als het transport in 
omgekeerde richting? 
- Beïnvloedt ascorbinezuur de differentiatiesnelheid van de cellen 
in transfilterkweken? 
5.2 Resultaten 
Indien collageen een van de belangrijke inducerende komponenten in de 
extracellulaire matrix is, moet worden verwacht dat een versnelling van 
de collageensynthese zal resulteren in een versnelling van de differen-
tiatie. Om dit na te gaan werden een aantal transfilterkweken ingezet 
waarbij aan het kweekmedium ascorbinezuur werd toegevoegd in een koncen-
tratie van 150 yg/ml. Na een kweekperiode van 2, 3 en 4 dagen werden de 
kweken gefixeerd en verwerkt door histologische evaluatie. 
Reeds na een kweekperiode van 2 dagen bleek dat de differentiatie in een 
versneld tempo was verlopen. Het histologische beeld van deze kweken was 
overeenkomstig het beeld dat in de transfilterkweken waaraan geen ascor-
binezuur was toegevoegd werd waargenomen na een kweekperiode van 4 dagen. 
De preameloblasten waren hoogcylindrisch, veel kernen lagen reeds basaal 
in de cellen en in het filter aan de epitheliale zijde was een in H.E. 
preparaten sterk eosinofiele nauwbegrensde band aanwezig. Aan de zijde 
van de preodontoblasten waren de cellen eveneens hoogcylindrisch met 
voornamelijk basaal gelegen kernen. Ook hier was een sterk eosinofiele 
band in het filter aanwezig (fig. 5.1). 
Op grond van deze resultaten kan worden aangenomen dat inderdaad een 
gestimuleerde collageensynthese een versnelde differentiatie van de pre-
ameloblasten en de preodontoblasten bewerkstelligt. 
Teneinde na te gaan op welke wijze het collageen zijn invloed kan uit-
oefenen, is vervolgens een nadere analyse uitgevoerd van het transport 
van collageen en andere eiwitten door het filter heen. Hiertoe werden 
kweken waaraan geen extra ascorbinezuur werd toegevoegd gebruikt. 
3 Na trypsinering werd een van de twee weefsels geinkubeerd met H-proline 
waarna een normale transfilterkweek gedurende 1, 2 of 4 dagen werd uit-
gevoerd. Na het beëindigen van de kweek werden autoradiogrammen vervaar-
digd. 
Indien een normale diffusie zou optreden van het door een van de weef-
sels gesynthetiseerde collageen zou verwacht moeten worden dat de kon-
92 
Fig. 5.1 Transfilterkweek na een kweekperiode van 2 dagen 
in aanwezigheid van ascorbinezuur. 
Differentiatie preameloblasten en preodontoblasten 
ver gevorderd. 
HE, 425 χ 
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Fig. 5.2 Transfilterkweek na een kweekperiode van 2 dagen. 
3 
Epitheel voor de kweek gelabeld met Η-proline. 
Filter en mesenchym duidelijk gelabeld. 
HE (Mayer), 425 χ 
Fig. 5.3 Transfilterkweek na een kweekperiode van 2 dagen. 
Epitheel voor de kweek gelabeld met Η-proline. 
Fibrine aanwezig tussen epitheel en filter. 
Labeling filter en mesenchym duidelijk minder 
dan in fig. 5.2. 
HE (Mayer), 425 χ 
centratie van het label zou gaan afnemen met de afstand van het oor-
spronkelijk gelabelde weefsel. Uit de autoradiogrammen bleek echter dat 
er niet overal in de filters een regelmatige verdeling van het label was 
opgetreden. Het bleek dat in gebieden waarin zich tussen de cellen en 
het filter fibrine bevond een onregelmatige verdeling van het label 
voorkwam. 
Aan de zijde van het fibrine die afgekeerd was van het oorspronkelijk 
gelabelde weefsel was minder label aanwezig dan in overeenkomstige ge-
bieden waar geen fibrine aanwezig was (fig. 5.2 en 5.3). 
Deze resultaten wijzen erop dat het fibrine als een barrière voor het 
diffunderende materiaal fungeert. 
In gebieden waar geen fibrine aanwezig was werd wel een regelmatige ver-
deling van de korrels in de autoradiogrammen gevonden. 
Ter nadere bestudering van de gradient die zich in het filter zou be-
vinden werden in verschillende zones van het filter en op de grens van 
het filter en het oorspronkelijk niet gelabelde weefsel de korrels in 
de autoradiogrammen geteld. Afwijkingen die in deze gradient zouden 
kunnen optreden door akkumulatie van het gelabelde materiaal op de grens 
van het filter en het oorspronkelijk niet gelabelde weefsel, werden be-
paald door de verhouding (Q) te berekenen van de hoeveelheid label in 
dit grensgebied (B) en het gemiddelde van de hoeveelheden label in de 
direkt daarnaast gelegen zones (A en C) met behulp van de formule 
= В 
q
 1/2 (A + C) ' 
Deze verhouding werd voor elke kweek uit drie koupes bepaald, waarna 
hieruit de gemiddelde verhouding voor een groep werd berekend. De zones 
waarin de hoeveelheid korrels werd bepaald, worden А, В, С en D genoemd, 
waarbij A ligt in het oorspronkelijk niet gelabelde weefsel, В op het 
grensvlak van dit weefsel en het filter en С en D in het filter. De re­
sultaten zijn weergegeven in tabel 1. (Zie volgende pagina). 
Het bleek dat over het algemeen het aantal korrels dat zich in het fil­
ter bevond hoger was wanneer het epitheel was gelabeld dan wanneer het 
mesenchym werd gelabeld. Dit zou kunnen wijzen op een snellere stofwis­
seling van het epitheel ten opzichte van het mesenchym. Indien het epi­
theel was gelabeld bleek dat bij elke bestudeerde kweekperiode de gemid­
delde verhouding van de diverse kweken ongeveer 1 was. Dit was een aan­
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Tabel 1. Resultaten van de experimenten waarbij of het epitheel of 
het mesenchym voor de inzet van de transfilterkweek was ge-
3 
labeld met H-prolme. 
het mesenchym en het filter plaatsvond. Indien daarentegen het mesenchym 
werd gelabeld bleek deze verhouding na een kweekperiode van 1 of 2 dagen 
duidelijk groter te zijn dan 1. Hieruit kan worden afgeleid dat na deze 
kweekperioden een akkumulatie van gelabeld materiaal was opgetreden op 
de grens van het filter en het oorspronkelijk niet gelabelde epitheel. 
Er konden echter geen aanwijzingen gevonden worden dat in de zone В de 
akkumulatie van het label beperkt was tot een smalle band. 
Na een kweekperiode van 4 dagen kon deze akkumulatie niet meer worden 
waargenomen (de verhouding Q = 0,94). Dit zou veroorzaakt kunnen worden 
door transport van het gelabelde materiaal van het grensgebied weg, maar 
gezien het feit dat de totale hoeveelheid label in het filter na een 
kweekperiode van 4 dagen is toegenomen tot een hoogte die ongeveer gelijk 
is aan de koncentratie van het label in zone B, lijkt het waarschijnlijk 
dat de akkumulatie wordt gemaskeerd. Gezien het feit dat proline ook in 
andere eiwitten dan collageen voorkomt, kan uit deze experimenten nog niet 
de konklusie worden getrokken dat het gelabelde materiaal in het filter 
en de eventuele akkumulatie van gelabeld materiaal collageen is. Teneinde 
een beter inzicht te krijgen over de aard van het gelabelde materiaal werd 
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een experiment opgezet waarin na labeling van het mesenchym een trans-
filterkweek werd uitgevoerd gedurende 2 dagen. Deze opzet werd gekozen 
omdat dan een duidelijke akkumulatie van gelabeld materiaal op de grens 
van het niet gelabeld weefsel en het filter aanwezig was. Na het beëindi-
gen van de kweek werden vrieskoupes vervaardigd, die vervolgens werden 
behandeld met een collagenase preparaat in Trisbuffer. Teneinde na te 
gaan in hoeverre de Trisbuffer een uitspoelende werking zou hebben op het 
gelabelde materiaal werd een parallel serie koupes behandeld met alleen 
Trisbuffer en een parallel serie werd niet behandeld. De koupes uit de 
drie series werden verwerkt tot autoradiogrammen. Vervolgens werden de-
zelfde tellingen en berekeningen uitgevoerd als bij de voorgaande ex-
perimenten. De resultaten zijn samengevat in tabel 2. 




























gem. v. verh. 
Q + SE 
0,88 + 0,12 
1,30 + 0,07 
1,62 + 0,16 
Uit deze resultaten blijkt dat bij de koupes die niet geinkubeerd zijn 
met collagenase eenzelfde akkumulatie van gelabeld materiaal optreedt 
als bij de vorige experimenten waarbij het mesenchym gelabeld was. Ook 
bij deze experimenten is de verhouding Q duidelijk afwijkend van 1 
(1,30 en 1,62). De behandeling met buffer blijkt nauwelijks een uitwas­
send effekt te hebben aangezien de aantallen korrels die worden geteld 
in de diverse zones niet duidelijk van elkaar afwijken voor de behande­
ling met buffer of zonder behandelingen. 
De behandeling met collagenase had wel een duidelijke invloed op de ver­
deling van het gelabelde materiaal. De akkumulatie op de grens van het 
filter en het epitheel was verdwenen (Q = 0,88), maar de hoeveelheid ge­
labeld materiaal in de rest van het filter was niet of nauwelijks af­
wijkend van die bij de andere behandelingen. Deze resultaten geven aan­
wijzingen dat het materiaal dat geakkumuleerd was op de grens van het 
filter en het epitheel voor een belangrijk deel bestond uit collageen of 
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of tenminste collagenase labiel materiaal. Hiernaast komen echter ook 
andere proline bevattende eiwitten of eiwit bevattende complexen in het 
filter voor, die kunnen diffunderen tot in de oorspronkelijk niet ge-
labelde preameloblasten. 
5.3 Diskussie 
Aan collageen wordt naast andere komponenten van de extracellulaire 
matrix een belangrijke rol toegeschreven bij de instandhouding van de 
strukturen en de cytodifferentiatie van de zich ontwikkelende tandkiem 
(Kollar, 1972; Slavkin, 1974; Ruch et al. 1974; Galbraith en Rollar, 
1976 en Levenson, 1976). 
De waarneming dat toevoeging van ascorbinezuur aan het kweekmedium de 
cytodifferentiatie van preameloblasten en preodontoblasten in trans-
filterkweken versnelt, wijst hier ook op. Ascorbinezuur heeft zowel in-
vloed op de sekretie van collageen (Peterkofsky, 1972) als op de hydro-
xylatie van het proline. Ascorbinezuur blijkt namelijk prolyl-hydroxy-
lase te aktiveren (Stassen et al. 1973). 
Levenson (1976) heeft in in vitro kultures van molaren van 2 dagen oude 
muizen waargenomen dat ascorbinezuur-deficiënt kweekmedium leidt tot 
dedifferentiatie van de zich ontwikkelende ameloblasten en odontoblasten. 
Uit eigen en andere waarnemingen valt niet af te leiden of de verminderde 
differentiatie in ascorbinezuur-arm medium of dedifferentiatie in as-
corbinezuur-vrij medium het gevolg is van een verminderde sekretie van 
collageen of van een verschil in de struktuur van het collageen. Uit 
eigen waarnemingen blijkt dat transfilterkweken waaraan ascorbinezuur 
is toegevoegd een veel snellere cytodifferentiatie vertonen dan die 
waaraan geen extra ascorbinezuur is toegevoegd. Gezien echter het feit 
dat na een kweekperiode van 2 dagen het histologisch beeld van zowel de 
preodontoblasten als van de preameloblasten volledig overeenkomt met 
het beeld van deze cellen na een kweekperiode van 4 dagen in een medium 
waaraan geen extra ascorbinezuur was toegevoegd, is het aannemelijk dat 
deze versnelde differentiatie geen aanleiding is tot een onbalans tussen 
de differentiatie van de twee celtypen. Derhalve is er een voortdurende 
onderlinge beïnvloeding noodzakelijk waardoor niet een van de celtypen 
een voorsprong in de differentiatie kan nemen ten opzichte van het an-
dere celtype. 
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Indien mesenchym of epitheel gelabeld wordt met Η-proline blijkt het 
aantal korrels dat in het filter is waar te nemen groter te zijn bij 
de kweken waarbij initieel het epitheel is gelabeld dan bij kweken waar­
bij initieel het mesenchym is gelabeld. 
Analoge resultaten werden waargenomen door Kallman en Grobstein (1965) 
in transfilterkweken van speekselklieren. Dit verschil zou verklaard 
kunnen worden door aan te nemen dat de proline-pool op het moment van 
labeling in het epitheel kleiner is dan in het mesenchym. Hierdoor zal 
sneller een hoger percentage van het in de cel aanwezige proline bestaan 
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uit H-proline. Hierdoor zal een hogere inbouw van gelabeld proline in 
het door de preameloblasten gesynthetiseerde eiwit ontstaan. Behalve 
dit verschil in de hoeveelheid korrels in het filter dat afhankelijk 
is van het feit of het epitheel of het mesenchym gelabeld is, is nog 
een ander belangrijk verschil waar te nemen. Indien het epitheel wordt 
gelabeld blijkt een vrij homogene verdeling in het filter van het radio-
aktieve materiaal waargenomen te worden. Deze verdeling kan worden ver­
klaard door aan te nemen dat er een diffusie gradient ontstaat. Hoewel 
in dit geval een afnemende gradient verwacht zou worden is de stijlheid 
van de gradient bepalend voor het feit of er inderdaad een gradient kan 
worden waargenomen. Aangezien de zones waarin de korrels zijn geteld be­
trekkelijk smal zijn, is het verklaarbaar dat geen signifikante afname 
van de hoeveelheid label kon worden vastgesteld. Wel treden er in de ge­
telde zones variaties op in de hoeveelheid gelabeld materiaal, maar aan­
gezien de gemiddelde verhouding Q ongeveer 1 is, moet worden gekonklu-
deerd dat er geen sprake is van een akkumulatie van gelabeld materiaal 
op enige plaats in dit meetgebied. Indien echter het mesenchym wordt ge­
labeld, kan na een kweekperiode van 1 of 2 dagen wel een duidelijke 
akkumulatie worden waargenomen op de grens van het filter en het epitheel. 
Dit blijkt uit het feit dat de verhouding Q na deze kweekperioden res-
pektievelijk 1,74 en 1,38 is. 
Deze akkumulatie is gesuperponeerd op een normale homogene verdeling van 
het label over dit meetgebied. Dit kan worden verklaard door aan te nemen 
dat op de grens van het epitheel en het filter een barrière aanwezig is 
die de diffusie van een bepaalde fraktie van door het mesenchym gesyn-
thetiseerde proline bevattende materiaal belemmert. Een dergelijke 
barrière is aan de mesenchymale zijde van het filter niet aanwezig. Dit 
houdt derhalve in dat de barrière niet veroorzaakt wordt door de fysische 
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of chemische eigenschappen van het filter zelf, maar dat deze ontstaat 
onder invloed van het weefsel dat aan het filter grenst. Een nadere aan­
wijzing omtrent de samenstelling van het materiaal dat in de akkumulatie 
aanwezig is kan worden gevonden in de resultaten van de experimenten die 
zijn uitgevoerd met collagenase. Uit deze experimenten bleek dat na in-
kubatie met collagenase de gemiddelde verhouding Q afnam tot 0,88. 
Hieruit kan worden gekonkludeerd dat de akkumulatie op de grens van het 
filter en het epitheel was verdwenen. De hoeveelheid gelabeld materiaal 
in de rest van de filter werd echter door de inwerking van het collage­
nase niet aangetast, hetgeen blijkt uit het feit dat de waarden in de 
zones С en D na de verschillende behandelingen vergelijkbaar zijn ge­
bleven. Hieruit kan gekonkludeerd worden dat de samenstelling van het 
materiaal dat door het mesenchym is gesynthetiseerd en dat getranspor­
teerd wordt naar de grens van het epitheel, een andere samenstelling 
heeft dan het materiaal dat over het gehele filter verdeeld aanwezig is. 
Het materiaal dat de akkumulatie vormt op het grensvlak is collagenase 
labiel. 
Gezien het feit dat Carneiro en Leblond (1966) hebben aangetoond dat 
97% van het collageen in nieuwgevormde extracellulaire matrix van bot 
en tanden wordt afgebroken door collagenase mag worden aangenomen dat 
het materiaal dat overblijft na de collagenase behandeling, vrijwel 
uitsluitend bestaat uit niet collagene eiwitten of eiwit bevattende 
complexen. Na een kweekperiode van A dagen is gebleken dat ook dan de 
akkumulatie in het grensgebied tussen filter en preameloblasten, zoals 
die was opgetreden na een kweekperiode van 1 en 2 dagen, niet meer aan­
wezig was. Dit fenomeen gaat gepaard met het verdwijnen van de basaal­
membraan in deze periode. In eerste instantie zou de konklusie voor de 
hand liggen dat de akkumulatie van het gelabelde materiaal een afspie­
geling is van de basaalmembraan. Dat dit echter minder voor de hand ligt 
blijkt uit het feit dat de dikte van de basaalmembraan kan variëren tus-
sen ongeveer 350 en 5000 A (Rhodin, 1974), terwijl de breedte van de 
akkumulatie van het gelabelde materiaal ligt in de orde grootte van 
5-10 vm en derhalve minimaal faktor 10 breder is dan de basaalmembraan. 
Waarschijnlijker is derhalve dat de basaalmembraan wel de funktie ver-
vult van diffusiebarrière, maar dat het gelabelde materiaal niet in de 
basaalmembraan wordt geinkorporeerd. Uit de met collagenase uitgevoerde 
experimenten kan niet met zekerheid worden afgeleid dat het materiaal 
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dat zich in de filter bevindt inderdaad collageen is. 
Het werkingsmechanisme van collagenase is zodanig dat het de binding 
tussen glycine en een willekeurig ander aminozuur kan verbreken indien 
de aminozuur volgorde proline-X-glycine-proline-X is (Nagai, 1961). Dit 
betekent dat ook voorstadia van collageen zoals procollageen of tropo-
collageen door dit enzym zullen worden aangetast. Een aanwijzing voor 
het feit dat de akkumulatie zou kunnen bestaan uit collageen precursors 
is daarin gelegen dat geen collageen-fibrillen met de karakteristieke 
640 A dwarsstreping konden worden waargenomen bij de elektronenmikros-
3 kopische studie van de transfilterkweken. Uit de experimenten met H-
proline en collagenase kan geen konklusie worden getrokken omtrent de 
samenstelling van het gelabelde materiaal in de rest van het filter. Dit 
materiaal zou kunnen bestaan uit eiwitten of eiwit bevattende complexen 
waarin proline voorkomt, maar een andere mogelijkheid is dat door tran-
saminering van het proline in de mesenchymale cellen andere aminozuren, 
in het bijzonder glutaminezuur, ontstaan zodat althans een gedeelte van 
het label eiwitten of eiwit bevattende complexen die glutaminezuur be-
vatten kunnen aantonen. 
5.4 Samenvatting en konklusies 
In het in dit hoofdstuk beschreven onderzoek is getracht inzicht te 
krijgen in de mogelijke funktie van collageen bij de differentiatie van 
tandkiemen in transfilterkweken. Uit het onderzoek komen de volgende 
punten naar voren: 
- Reeds na een kweekperiode van 1 dag hebben zowel het epitheel als 
het mesenchym proline bevattende eiwitten gesekreteerd. 
- Het proline bevattende materiaal diffundeert in beide gevallen door 
het filter heen. 
- Indien epitheel initieel wordt gelabeld treedt geen akkumulatie 
van gelabeld materiaal op in het filter of in het mesenchym. 
- Indien mesenchym initieel wordt gelabeld treedt na een kweekperiode 
van 1 of 2 dagen een akkumulatie van gelabeld materiaal op, op 
het grensvlak van filter en epitheel. 
- Deze akkumulatie wordt veroorzaakt door een hoge koncentratie van 
collagenase labiel materiaal op het grensvlak tussen het filter 
en het epitheel. 
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- De basaalmembraan fungeert als selektieve barrière bij de diffusie 
van verschillende eiwitten bevattende complexen. 
- Het collagenase labiel materiaal dat akkumuleert op het grensvlak 
tussen filter en epitheel lijkt een funktie te hebben bij de in-




De differentiatie van de verschillende celtypen die betrokken zijn 
bij de vorming van gebitselementen wordt bepaald door interakties 
tussen deze celtypen onderling of tussen deze cellen en cellen die 
niet direkt een bijdrage leveren bij de vorming van de gebitselementen. 
De interakties met cellen die niet direkt bij de vorming van gebits-
elementen zijn betrokken, vinden vooral in de zeer vroege differen-
tiatiestadia plaats. Reeds voordat de ectomesenchymale cellen van de 
neurale lijst migreren naar het orale gebied, vinden er bijvoorbeeld 
al interakties plaats met het mesoderm van de chorda of wellicht met 
het endoderm. Nadat de ectomesenchymale cellen gemigreerd zijn naar 
het orale gebied en daar de vorming van de lamina dentalis hebben ge-
ïnduceerd, vinden de interakties vrijwel uitsluitend plaats tussen 
het ectomesenchymale, toekomstige pulpaweefsel en het epitheliale 
weefsel dat direkt bij de vorming van de gebitselementen is betrokken. 
De interakties die bepalend zijn voor de cytodifferentiatie van deze 
typen cellen tijdens de normale ontwikkeling zijn voor zover bekend 
weergegeven in fig. 6.1. Op grond van de eigen waarnemingen kan worden 
aangenomen dat de ontwikkeling van de heterologe weefsels in trans-
filterkweken normaal verloopt en dat dus ook de interakties die van 
belang zijn voor de cytodifferentiatie normaal zullen plaatsvinden. 
In de beschreven transfilterkweken is het niet mogelijk gebleken de 
differentiatie zover voort te laten schrijden dat dentinogenese of 
amelogenese optrad. Hierdoor kunnen de eventuele interakties die hier-
bij betrokken zijn uiteraard niet worden bestudeerd. Ook aan het be-
gin van de differentiatie zijn een aantal stadia en interakties niet 
in transfilterkweken te bestuderen. 
In figuur 6.1 is dan ook door middel van een kader aangegeven welke 
fasen in de ontwikkeling en welke interakties onderwerp van onderzoek 
zijn geweest. 
Uit het elektronenmikroskopisch onderzoek is gebleken dat in de be-
studeerde periode van de ontwikkeling cel-cel kontakten niet nood-
zakelijk zijn. Ook transport van intakte vesicles of multivesicular 














































Figuur 6.1 (Voor toelichting zie tekst) 
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Uit deze waarnemingen kan worden gekonkludeerd dat de interakties 
tussen de heterologe weefsels zullen moeten plaatsvinden door middel 
van vrije extracellulaire molekulen. Deze molekulen kunnen behoren 
tot de normale extracellulaire matrix, die door de cellen wordt ge-
produceerd, maar een andere mogelijkheid is dat specifieke molekulen 
worden gesynthetiseerd en getransporteerd, die niet tot de normale 
extracellulaire matrix behoren. 
In de literatuur zijn sterke aanwijzingen te vinden dat de extra-
cellulaire matrix of een van zijn komponenten een rol speelt bij een 
aantal van de optredende interakties. Onder de extracellulaire matrix 
moet dan volgens Grobstein (1975) worden verstaan het complex van 
makromolekulen dat in een systeem van heterologe weefsels ontstaat 
door de excretie van kleine eenheden door beide heterologe weefsels 
die in het extracellulaire kompartiment worden geordend. De induceren-
de eigenschappen van een dergelijke extracellulaire matrix zouden 
vooral een rol spelen in die gevallen waarbij de genaktiviteit van een 
van de heterologe weefsels wordt gemodificeerd. Als voorbeeld voor 
een dergelijk induktieproces kan de induktie van de differentiatie 
van het cornea epitheel gelden. 
Meier en Hay (1975) komen tot de konklusie dat deze differentiatie 
geïnduceerd wordt door een interaktie tussen de celmembraan van de 
epitheelcellen en de levenloze extracellulaire matrix van de lens-
kapsule. Ook Grobstein (1975) stelt dat de extracellulaire matrix kan 
optreden als induktor voor differentiatie van cellen in heterologe 
systemen. 
In dit verband zijn de eigen waarnemingen in de transfilterkweken dat 
er een akkumulatie van collagenase labiel materiaal ontstaat tegen 
de basaalmembraan aan de epitheliale zijde van het filter, interessant. 
Dit materiaal is afkomstig van het mesenchym en wordt door het filter 
heen getransporteerd. De akkumulatie van het materiaal zou kunnen ont-
staan doordat het in de buurt van de basaalmembraan wordt vastgelegd 
en dus niet meer kan deelnemen aan het diffusieproces. Indien wordt 
voorkomen dat het collagenase labiele materiaal de basaalmembraan 
bereikt, zoals in het geval dat zich tussen het filter en de basaal-
membraan fibrine bevindt, blijft de basaalmembraan bestaan en treedt 
geen verdere differentiatie van het epitheel op. In het geval dat 
het collagenase labiele materiaal wel kan akkumuleren tegen de basaal-
105 
membraan, zijn beide, zowel het collagenase labiele materiaal als 
de basaalmembraan, na een kweekperiode van 4 dagen niet meer waar te 
nemen en treedt wel een verdere differentiatie op van de epitheliale 
callen. 
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Ook het epitheel is in staat om H-proline bevattend collagenase 
labiel materiaal te produceren. Het feit dat in de transfilterkweken 
geen akkumulatie van dit materiaal, dat van het epitheel afkomstig 
is, tegen de basaalmembraan kon worden waargenomen wekt de suggestie 
dat de fysisch-chemische eigenschappen van dit materiaal afwijkend 
zullen zijn van het collagenase labiele materiaal van mesenchymale 
oorsprong, of dat er een polariteit in de basaalmembraan bestaat. 
Konkluderend kan worden gesteld dat de inducerende werking van het 
mesenchym, althans voor een deel, waarschijnlijk plaatsvindt door 
middel van collagenase labiel materiaal dat van het mesenchym naar 
de basaalmembraan wordt getransporteerd. Dit collagenase labiele 
materiaal gaat een binding aan met de basaalmembraan en kan vervolgens 
de epitheelcellen induceren tot verdere differentiatie. 
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SAMENVATTING 
In de inleiding van dit proefschrift werd een overzicht gegeven van 
de morfogenese en de cytodifferentiatie bij de ontwikkeling van de 
kontinu erupterende incisief. Voorts werd ingegaan op de mogelijke 
interakties tussen epitheel en mesenchym tijdens deze processen, zo-
als die uit de literatuur naar voren komen. Het doel van het hier ge-
presenteerde onderzoek was na te gaan in hoeverre de cytodifferentiatie 
in transfilterkweken overeenkomt met de cytodifferentiatie in andere 
kweeksystemen en in de in vivo situatie. Voorts werd met behulp van 
de transfilterkweektechniek onderzocht of er naast cel-cel kontakten 
andere induktiewegen aanwezig zijn tijdens de ontwikkeling van de 
tandkiem. Bovendien is getracht een indruk te verkrijgen omtrent de 
betekenis van de extracellulaire matrix voor de induktieprocessen. 
In hoofdstuk 2 werden materiaal en methoden besproken. Voor het on-
derzoek werd gebruik gemaakt van kiemen van molaren en incisieven van 
20 dagen oude embryonen van ratten. 
In hoofdstuk 3 werd een beschrijving gegeven van het histologische 
beeld van tandkiemen, die met de diverse kweekmethodieken gedurende 
verschillende perioden werden gekweekt. Op grond van de resultaten 
konden de volgende konklusies worden getrokken. 
Zowel tandkiemen van molaren als van incisieven ontwikkelden zich 
gedurende 4 dagen normaal op de chorio-allantois membraan, in in 
vitro kultures en in transfilterkweken. In kweken op de chorio-allan-
tois membraan was de morfogenese na kweekperiode van 10 dagen verder 
voortgeschreden. In in vitro kultures en in transfilterkweken daar-
entegen trad na kweekperioden langer dan 4 dagen een stabilisatie of 
dedifferentiatie van de betrokken weefsels op. Zowel in in vitro 
kultures als in transfilterkweken trad geen of een abnormale dentino-
genese of amelogenese op. Verder kon gekonkludeerd worden dat trans— 
filterkweken als techniek om interakties tussen epitheel en mesenchym 
te bestuderen, slechts gebruikt kunnen worden tot aan de dentinoge-
nese. 
In hoofdstuk 4 werd met behulp van histochemische en elektronenmikros-
kopische technieken getracht inzicht te verkrijgen in het transport 
van het inducerende agens tussen de heterologe weefsels. 
Uit de resultaten bleek dat cel-cel kontakt niet noodzakelijk was 
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voor een normale cytodifferentiatie. Ook transport van intakte ve-
sicles en multivesicular bodies door het filter heen kon niet worden 
waargenomen. Wel kwamen aanwijzingen naar voren dat de basaalmembraan, 
die reeds na 2 dagen aan de epitheliale zijde geregenereerd was, een 
rol speelt in de cytodifferentiatie van de epitheliale cellen. 
In hoofdstuk 5 werden experimenten beschreven ter nadere analyse van 
de stoffen die door het filter heen getransporteerd worden. Zolang 
een basaalmembraan aanwezig was trad een akkumulatie van collagenase 
labiel materiaal, dat afkomstig was van het mesenchym, op, op de grens 
van het filter en het epitheel. Na labeling van het epitheel was 
echter geen akkumulatie van materiaal waar te nemen op de grens van 
het filter en het mesenchym. Aan het collagenase labiel materiaal 
dat akkumuleert op het grensvlak van het filter en het epitheel werd 
een funktie toegeschreven bij de cytodifferentiatie van het epitheel. 
In de slotbeschouwing (hoofdstuk 6) werd een nadere evaluatie van de 
resultaten uitgevoerd, waarbij zij in een breder kader werden ge-
plaatst. Op grond van deze overwegingen kon worden gekonkludeerd dat 
collagenase labiel materiaal afkomstig van het mesenchym onder in-
vloed van de basaalmembraan een inducerende werking op de differen-
tiatie van het epitheel bezit. 
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SUMMARY 
In the introduction of this thesis the morphogenesis and cytodifferen-
tiation occuring during the development of the constantly erupting 
incisor was reviewed. Further the possible interactions between epithelium 
and mesenchyme during these processes, as described in the literature, 
were discussed. The purpose of the investigation presented here was to 
check how far the cytodifferentiation in transfilter cultures corresponds 
with the cytodifferentiation in other culture systems and in the in vivo 
situation. Further the presence of other induction mechanisms besides 
cell to cell contacts was investigated utilising the transfilter culture 
technique. An attempt was also made to determine the rol played by the 
extracellular matrix in the induction processes. 
In chapter 2 material and methods were given. For this investigation 
germs of molars and incisors of 20 day old rat embryos were used. 
In chapter 3 a description was given of the histological features of 
tooth germs cultured in different systems during different periods. 
Taking the results into account the following conclusions can be drawn. 
Tooth germs of both molars and incisors developed normally for a period 
of 4 days on the chorio-allantoic membrane, in in vitro cultures and in 
transfilter cultures. In cultures on the chorio-allantoic membrane the 
morphogenesis continued for the culture period of 10 days. However in 
in vitro cultures and in transfilter cultures of more than 4 days a 
stabilization or dedifferentiation of the tissues concerned was attained. 
In in vitro cultures, as in transfilter cultures, there was either no or 
an abnormal dentinogenesis and amelogenesis. A further conclusion is 
that transfilter culture can be used as a method for the study of the 
interaction between epithelium and mesenchyme as far as the commencement 
of dentinogenesis. 
Histochemical and electronmicroscopic techniques were used to obtain 
information about the transport of the inducing agent; these were 
described in chapter 4. 
From the results it can be concluded that cell to cell contact was not 
necessary for normal cytodifferentiation. Also that transport of intact 
vesicles and multivesicular bodies through the filter cannot be found. 
However there were indications that the basalmembrane which was already 
regenerated after two days, plays a role in the cytodifferentiation of 
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the epithelial cells. 
In chapter 5 a description was given of experiments used to analyse 
materials which were transported through the filter. As long as the 
basalmembrane was present, an accumulation of collagenase labile material 
originating from the mesenchyme was seen along the border of the filter 
and epithelium. After labelling the epithelium no accumulation of material 
was found along the border of the filter and mesenchyme. A function 
concerning the cytodifferentiation of the epithelium was attributed to 
the collagenase labile material which accumulated along the border of 
the filter and epithelium. 
In the conclusions (chapter 6) the results were further evaluated and 
considered in a broader context. On the basis of these considerations 
it can be concluded that collagenase labile material derived from the 
mesenchyme, under the influence of the basalmembrane, has an inducing 
effect on the differentiation of the epithelium. 
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lijdens de differentiatie van de preameloblasten en preodontoblibten іь 
celkontakt tussen deze tí»ee celtypen niet noodzakelijk. (Dit proefschrift) 
II 
In transfilterkweken van tandkiemen wordt aan de epitheliale zijde een 
basaalmembraan aangelegd. De structurele componenten hiervoor zijn ge-
deeltelijk afkomstig van de preodontoblasten. (Dit proefschrift) 
III 
Het verdient aanbeveling internationaal een eensluidende terminologie voor 
de uiteinden van de ameloblasten en odontoblasten overeen te komen. De 
voorkeur dient uit te gaan naar de term "apical end" voor secernerende en 
"basal end" voor de tegenoverliggende zijde van de cel. 
IV 
Regionale verschillen in concentratie van 3',5'-adenosine monofosfaat zou-
den een rol kunnen spelen bij de vroege ontwikkeling van een embryo 
(Robertson, Α., Gingie, A.R. (1977): Science _1_9Z> 1078-1079). 
V 
De ontwikkeling van de kennis omtrent de biosynthese van insuline en de 
ontwikkeling van de DNA recombinatietechniek maken net waarschijnlijk dat 
op korte termijn de produktie van humaan insuline door bacteriën mogelijk 
zal worden. 
VI 
Het verschijnen van een steeds toenemend aantal artikelen vraagt om een 
andere vorn van publiceren, zoals het synopsis tijdschrift, waarvan de 
volledige artikelen op aanvraag verkrijgbaar zijn (Grunewald, U (1978)· 
Universiteit en Hogeschool ^Д, 340-353). 
VII 
De samenstelling van extracellulair collageen zou van invloed kunnen 
zijn op de chondrogenese (Kosher, R.A., Church, R.L. (1975): Nature 
258, 327-330). 
VIII 
Organisatie van een curriculum in blokstructuur is slechts dan doel-
matig, indien het onderwijs thematisch van opzet is. 
IX 
Parallel aan de ontwikkeling van nieuwe eiwitrijke aardappelrassen 
dient aandacht te worden besteed aan beïnvloeding van eetgewoonten. 
X 
Het kunstmatig onderscheid tussen de tandheelkundige behandeling van de 
M en M- stoelt niet op rationele gronden (Houwink, В., Van Amerongen, 
W.E., Sollewijn Gelpke, G.J., Van den Ingh-Hollanders, N.A.M., Van Oers, 
L.J.M. (1977): Ned. Tijdschr. Tandheelk. 85, suppl. 15, 26-34). 
XI 
Subsidie voor het ophalen van oud papier door verenigingen ter compensatie 
van fluctuatie in de marktprijs heeft een milieuvriendelijk effekt en biedt 
verenigingen minder wisselvallige inkomsten. 
Nijmegen, 15 september 1978 Anne Wolters-Lutgerhorst 
